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学位論文題目 |糸状藍藻 Oscillatoriaagardhiiの生理活性ペプチドに関する研究
藍藻類は光合成を行う原核生物で、淡水湖沼、汽水域、海洋、土壌など様々な環境下
で生育しており、生育環境によってユニークな化学構造や生理活性を示す物質を生産す
ることが知られている。特に、海洋生物に共生する藍藻から有用な化合物が単離されて
いる。藍藻は培養も比較的容易なため、医薬品リード化合物の新たな天然物資源として
注目されている。
淡水産藍藻の有毒物質については精力的な研究が行われ、肝臓毒や神経毒が構造決定
されている。しかし、淡水産藍藻の毒物以外の生理活性物質についてはあまり研究が行
われておらず、特に、有毒種が多い糸状藍藻 OsciJJ atorIa属についてはほとんど化学成分
研究が行われていない。
そこで、本研究では、 Oscillatona属の中でも自然界で優占種となることが多い
OscilJatoIゴaagardhiiに注目し、その生理活性物質の検索を行うことを計画した。その結果、
糸状藍藻 Oscillatoriaagardhijは化学構造的に非常に興味深い生理活性ペプチドを生産し
ていることを見出した。これらの生理活性ペプチドについて詳細に研究を行い、以下の
ような知見を得た。
1) O. agardhiiが生産する肝臓毒 microcystinを単離し、その構造を解析した結果、 MS 
とアミノ酸分析では既存の 3-desmethylmicrocystinと区別がつかない Dhb-microcystin-
RR， HtyR，およびLRの構造を NMRを用いて明らかにした。この Dhb-microcystinの
構造を決定する際に、 HMBC法よりも微弱な結合を測定可能な decoupled-HMBC法
が有効であった。 Dhb-microcystinの細胞毒性は microcystin-LRよりやや強い値を示
した。
2 ) トリプトファンの分子内環化反応とイソプレンユニ ットの付加反応によ って生合成
されたと考えられる新規異常アミノ酸 (3a-cis)-1，2，3，3a，8，8a-hexahydro-3a-(3-methyl-2-
butenyl)-pyrrolo[2，3-b]indol-2-carboxylic acid (oscillatoric acid)ユニットを含む環状ペプ
チド Oscillatorinを単離し、その構造を決定した。Oscillatorinはキモトリプシンを強
力に阻害し、そのrcsoは8X 10-7 Mであった。
3) 3-Amino-6-hydroxy-2-piperidone (Ahp)後五与を合む新規環状ペプチド OscillapeptinA.，_ C、
およびGの構造を決定した。 OscillapeptinBはトリプシンの活性を強力に阻害し、
その ICsoは7x 10・9M であった。 OscillapeptinA、c、およびGはキモトリプシンを
強力に阻害し、その ICsoはそれぞれ 3x 10・9M， 7 x 10・8M， 4x10・9Mであった。ま
た、その構造と阻害酵素特異性に関して新たな知見を得た。
4 )ウレイド結合を有し、 homotyrosineおよびN-Meアミノ酸を含む環状ペプチド Oscil-
lamide A --C， H，およびYを単離した。 OscillamideBおよびYはキモトリプシンを
阻害した。
5 )淡水産の藍藻から塩素で置換された 3-amino-10-chloro-2-hydroxydecanoicacid (CIAhda) 
を含む新規鎖状ペプチド OscillagininA およびその脱塩素体 OscillagininBを単離し、
その構造を決定した。 Osc出agininAおよびBはキモトリプシンを阻害した。
本研究で Oscillatoriaagardhiiから得られたペプチドは、環状となったものが多く、さ
らに、Ahpやoscillatoricacidなどの環状アミノ酸やs-アミノ酸などの異常アミノ酸を多
く含んで、いた。これら環状ペプチドは、デプシペプチドとなったものやウレイド結合を
含むものもあり、構造的に興味深い。さらに、これら環状ペプチドはアミノ酸組成も多
様性に富み、医薬品のリード化合物となることが期待される。
本研究で用いた Oscillatonaagardhiiは環状ペプチドの宝庫ともいえるもので、 Dhb-
microcystin以外は同じ構造の化合物が見つからないほど、株によって生産しているペプ
チドの構造がそれぞれ異なり、医薬品リ ード化合物の資源としても有用であることが確
認された。
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藍藻は細菌と同様、原核生物でありながら、植物と同じように水を分解して電子
を得て C02を還元し、酸素を放出する光合成生物である。藍藻は、淡水湖沼、汽水
域、海洋あるいは土壌などあらゆるところで生育している。大部分の藍藻は水中で、
浮遊あるいは付着して生育しており、生活環境が陸上とはかなり異なっているため、
多種多様な二次代謝産物を生産することが予想される。また、藍藻は海綿、ホヤ、
ヒラムシなどの水中生物に共生していることが知られており、これらの生物から単
離構造決定された生理活性物質の中には、 共生藍藻によって生産されていると考え
られている化合物がある。藍藻は渦鞭毛藻などと比較すると培養がしやすいことも
あり、医薬品リード化合物の新たな資源として注目されている 1)，2)。
藍藻の生理活性物質については、海水浴中の皮膚傷害や食中毒の原因物質究明の
ために行われた海産藍藻について多くの報告があり、現在までに、細胞毒性、抗カ
ピ、酵素阻害、発ガンプロモーションなどの作用を示す化合物が単離構造決定され
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Lyngbya属や Oscillatona属から単離されたマクロライド debromoap1ysiatoxin3)や
oscillatoxin A 4)は細胞毒性を示す化合物である。これらは 1974年にハワイ産のアメ
フラシの中腸腺から単離された ap1ysiatoxinと類似の構造をしており 5)、プロテイン
キナーゼ Cの活性化と発ガン促進をする。
参考文献 113 
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R 1 =Me， R2=Br: Aplysiatoxin 
R1 =Me， R2=H : Debromoap1ysiatoxin 
R 1 =R2=H : Oscillatoxin A 
OH 
また、 ToJypotrixconglutinataから 1977年に単離されたマクロライド to1ytoxinは強
い細胞毒性と抗カビ活性を示す6)。類似のマクロライド scytophycinsがScytonema属
からも得られている 7)0 Tolytoxinとほぼ同じ側鎖を有するマクロライド kabiramides
がミカドウミウシから単離されており 8)、kabiramidesは藍藻由来である可能性が指摘
されている。
??
? ? N人H
神経毒としては、 Anabaena属から Devlinらが単離したアルカロイド anatoxin-a14) 
や、 Matsunagaらが 1989年に単離したアルカロイドの anatoxin-a(s)15)がある。
ん1atoxin-aはアセチルコリンのレセプターに結合し、後シナプスの脱分極を阻害する。
Anatoxin-a(s)はコリンエステラーゼを強力に阻害し、その LDsO値は 20μg/kgである。
また、 Aphanizomenon属が生産する aphantoxinと呼ばれるアルカロイドは麻痔性貝毒
の saxitoxinとneosaxitoxinの9: 1混合物であった。
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?
? 。
Tolytoxin 
Lyngbya majusculaから発ガンプロモーターでプロテインキナーゼCを活性化する
アルカロイドとして lyngbyatoxinAが 1979年に単離されている 9)0 Lyngbyatoxin Aの
構造は放線菌が生産する発ガンプロモーター teleocidinB 10)と類似している。
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>=NH Aphantoxin 1: R=OH (Neosaxitoxin) Aphantoxin I: R=H (S以ito泊n)一方、淡水産の藍藻の場合は、富栄養化の進んだ湖沼などで有毒藍藻が異常増殖し、家畜や人に健康被害を及ぼす事故が世界各地で発生した。そのため、淡水産藍
藻の有毒物質について精力的な研究が行われ、肝臓毒や神経毒が構造決定されてき
た1)。
肝臓毒としては microcystinと呼ばれるアミノ酸7残基からなる環状ペプチドが、
1984年に Botesらにより Microcystisaeruginosaから単離された12)0 Microcystinは肝
臓に特異的に取り込まれることが知られており、蛋白質脱燐酸化酵素の阻害作用を
示し、オカダ酸と同様に発ガン促進作用がある。Microcystinは現在までに 50種類以
上の類縁体が知られている 13)。
このように、淡水産藍藻の有毒物質については良く研究されてきたが、藍藻が生
産する他の生理活性物質についてはあまり研究が行われてこなかった。最近になり、
アオコを形成する主要藍藻の一つである Microcystis属が生産する生理活性物質とし
て、アンジオテンシン変換酵素阻害物質 microginin16)や蛋白質分解酵素阻害物質な
どが報告されている 17)。
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しかしながら、湖沼の富栄養化の進展に伴い Microcystis属に代わり優占種となる 第 2章 2-Amino-2-butenoicacid (Dhb)を含む新規 microcystin類 Dhb-microcystin-RR，
HtyR，および、LR
ことが多くなってきた糸状藍藻 Oscillatoria属についてはほとんと令研究が行われてい
ない。
そこで、本研究では、 Oscillatoria属の中でも優占種となることが多い Oscil1atoria
agardhiiに注目し、その生理活性物質の検索を行うことを計画した。
OscilJatona属が生産する microcystinの構造を確認するために、 Oscillatoriaagardhii 
が生産する microcystinについて解析を行ったところ、 MSとアミノ酸分析で、は既存の
microcystinと区別することができない Dhb-microcystin-RR，HtyR， LRを発見した。こ
の Dhb-microcystinの発見は microcystinの分析法に重大な影響を与えている。
その他の生理活性物質としては、 (3a-cis)-1，2，3，3a，8，8a-hexahydro-3a-(3-methyl-2-
butenyl)-pyrrolo[2，3・b]indol-2-carboxylicacid (oscillatoric acid， Osc)ユニットを含むアミノ
酸 10残基からなる環状ペプチド oscillatorinを単離した。 Oscillatorinはキモトリプシ
ンを阻害した。
また、グルタミン酸γーセミアルデヒドが分子内でアセタール様構造をとった 3・
amino-6-hydroxy-2-piperidone (Ahp)ユニットを含む新規環状ペプチド oscillapeptinA， B， 
C，G を単離した。 Oscillapeptinはキモトリプシンおよびトリプシンを強力に阻害した。
更に、 homotyrosineを含みウレイド結合を有するアミノ酸6残基からなる新規環
状ペプチド osci1lamideA， B， C， H， Yを単離した。
淡水産藍藻であるOscillatoriaagardhiiから塩素化されたs-アミノ酸3・amino-10-
chloro-2-hydroxydecanoic acid (CIAhda)を含むアミノ酸4残基からなる新規鎖状ペプチ
ド oscillagininA および脱塩素化された oscillagininBを単離したO
本研究では医薬品のリード化合物や生命科学解明の道具となりうる化合物の発見
をめざして、淡水産藍藻 Oscillatoriaagardhiiの成分研究を行い、肝臓毒 microcystinと
異常アミノ酸を含むペプチドについて新たな知見を得た。本論文においては、
第 2章 2-Amino-2七utenoicacidのhb)を含む新規microcystin類 Dhb-microcystin-RR，
HtyR，およびLR
第 3章異常アミノ酸 (3a-cis)-1，2，3，3a，8，8a司hexahydro-3a-(3-methy 1-2-buteny 1)ーpy汀010-
[2，3-b]indoI-2-carboxylic acidユニットを含む新規環状ペプチド Oscillatorin
第4章子Amino-ふhydroxy-2-piperidone(Ahp)を含む新規環状ペプチド Oscillapeptin
A---C，およびG
第 5章分子内ウレイド結合を含む新規環状ペプチド OscillamideA --C， H，およびY
第 6章子Amino-2-hydroxydecanoicacidを含む新規鎖状ペプチド OscillagininA 
およびB
の}I買で詳述する。
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第 1節 Dhb-microcystin類の単離
( 1) Dhb-microcystin-RRの単離
Oscillatoria agardhii小田S-610= CCAP 1459/22 = NIV A CYA 18)を 10Lの培養瓶を
用いて CT培地中で通気培養を行い、 1120Lの培地から凍結乾燥藻体99.1gを得た。
凍結乾燥した Oscillatoriaagardhii (NIES-610) 99.1 gから 8LのCHCI
3
:MeOH: H
2
0 = 
1 : 3 : 1を用いて可溶性成分を抽出した。抽出液を減圧乾国後、抽出物を 5%酢酸水
溶液に懸濁し、不溶物を遠心分離で、除いた後、 SepPak ODSカートリッジに吸着させ
た。カートリッジを 20% MeOHで洗浄した後、 90% MeOHで溶出した。この分画を
逆相の HPLCで分析したところ 3・-desmethylmicrocystin-RRとほぼ同じ保持時間のとこ
ろに microcystin様のuv吸収を示すピークが見られた。そこで、この分画を減圧乾
回した後、溶出物を 20%MeOHに溶解し逆相 HPLC( Ultron ODS 20 x 250 mm ; 55 % 
MeOH、50mMリン酸緩衝液pH3.0)および}I買相 HPTLC( Silica gel 60 F254， 0.25 mm， 
CHC13: MeOH: H20 = 60: 40: 10)で精製することにより Dhb-microcystirトRR(l、7.5
mg、乾燥重量の 0.008%)を単離した。
( 2) Dhb-microcystin-HtyRおよびLRの単離
Oscillatoria agardhii (CCAP 1459/14)をCT培地中で、通気培養を行った。 80Lの培養
液から得られた乾燥藻体7.7gを400mLの MeOHに懸濁させ、可溶性成分を抽出し
た。抽出液を減圧下で濃縮した後、 5%酢酸水溶液に抽出物を懸濁させた。遠心分
離により不溶物を除いた後、遠心上清を SepPak ODSカートリ ッジに吸着させた。
カートリッジから 20% MeOHで溶出される分画を除いた後、 90% MeOHで溶出した。
90 % MeOH溶出面分を減圧乾回した後、溶出物を 20% MeOHに溶解し、 microcystin
様のuv吸収を示す分画を逆相 HPLC( MightysiI ODS， 20 x 250 mm ; 65 % MeOH、
50mMリン酸緩衝液pH3.0)および}I真相 HPTLC( Silica gel 60 F254， 0.25 mm， CHC1
3 
: 
MeOH : H20 = 60 : 40 : 10)で精製することにより Dhb-microcystin-HtyR( 2、12.1mg、
乾燥重量の 0.2%)およびDhb-microcystin・LR(3、9.4mg、乾燥重量の 0.1%)をそれ
ぞれ単離した。
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第 2節 Dhb-microcystinn-RRの構造解析
Dhb-microcystin-RR (1)は無色の固体で、 HPLCでの保持時間は 3-desmethylmicro-
cystin-RRとほぼ一致していた。また、 uvスペクトルも microcystin様の吸収を持ち、
239 nmに極大吸収を示した。
正イオンモードの FABMSスペクトルでは、 m/zl024に疑似分子イオンピークが観
察された(Fig. 2-5. )。高分解能 FABMSスペクトルで疑似分子イオンピークが mj乞
1024.5608に観察されたことから、 1の分子式は C48H73012N13 (calcd for M:+H: 
1 024.5580， ~ +2.8 mmu)であることが明らかとなった。この分子式は desmethylmicro-
cystin-RRの分子式と一致していた。
1は lH_および 13C-NMRスペクトルのデータ(Table 2-1. )からペプチドであるこ
とが推定されたので、 1を酸加水分解(6 MHCl， 110 oC， 20 hr )した後、 GC爪1Sおよ
びMarfey法によりアミノ酸組成を分析したところ、 D-Ala、D-Asp、D-Glu、L-Argが
確認された。このアミノ酸組成も 3-desmethylmicrocystin-RRと一致していた18)。
しかしながら、 1の lH-NMRスペクトル(Fig. 2-6. )を 3-desmethylmicrocystin-RR 
と比較したところ、両スペクトルは明らかに異なることが明らかとなった。すなわ
ち、 Fig.2-1.(B)に示すように、 3-desmethylmicrocystin-RRでは 5-6ppmにN-methyl-
dehydroalanine (!vIDha)に由来する 2本の singlet(peaks b， c )が観察されるが、 1( Fig. 
2-1.(A))では 2本の singletが消失し、かわりに 5.70ppmにquartetがl組観察された。
1H-1H COSYスペクトル(Fig. 2-8. )から、この quartetに由来する水素は 1.87ppmの
doubletのメチル基に隣接していることが明らかとなった。更に HMBCスペクトル
( Fig. 2・10.)において、この 5.70ppmのquartetは 166.8および 132.1ppmの炭素と、
また1.87ppmのdoubletは 123.5および 132.1ppmの炭素との間に相関ピークが観察
された。これらの結果から、このユニットは 2-amino-2-butenoicacid (dehydrobutyrine， 
Dhb)であることが明らかとなった(Fig. 2-2.(A) )。
5.70 1.87 14 11 
。
LH.ACHO q 内L.-ammo角2-butenoicacid OCH3 
H3C"" ，~ 
(Dhb) 
OH 
H2~~:: -ー :COSY
5 
16 10 -
、
OH 
~司、 :HMBC 
4 
CH3 CH3 
13 12 
(A) (B) 
Fig. 2-2. Structures of 2-amino-2-butenoic acid (Dhb) (A) and 3・amino-9-methoxy-2，6，8・
trimethyl-lO-phenyldeca-4，6-dienoic acid (Adda) (B). 
(A) a 
更に、 lH_1HCOSYおよびHMBCスペクトルを詳細に検討したところ、 microcystin
に共通に存在する 3-amino-9-methox)叫 6，8・trimethyl-l0・phenyldeca-4，6-dienoicacid 
(Adda)の存在を確認した(Fig. 2-2.(B))0 Addaの立体配置については、その lH_およ
び 13C-N恥伎のデータが他の microcystinの値と良く一致していることから (2S，3S，8S，
9S)であることが示された。
1のアミノ酸の配列は、主に HMBCスペクトル (Fig.2-10. )において、 α位の水
素とカルボニル炭素との相関ピークにより解析した(Fig. 2-3')0 Addaのp位の水
素はArg-2のカルボニル炭素との間に相関ピークが観察されたことから、その結合
を確認した。
? ?
5 
(B) b C 
ppm 
H 
Fig. 2-1. Parts of the 1 H-NMR spectra of 1 (A) and 3-desmethylmicrocystin-RR (B). /ー~ : HMBC correlation 
， ， ， ， 、:decoupled-HMBC correlation 
Fig. 2-3. HMBC and decoupled司HMBCcorrelations of 1. 
-6- -7噌
DhbとGluとの結合は通常の HMBCスペク トル
HMBCスペクトルが2結合あるいは 3結合離れた
DMSO-d6等の溶媒を用
Dhbはα位に水素がないために、
では確認できなかった。
水素一炭素聞の相関しか測定できないためである。そこで、
これは、
~ ~ 、
ε 
? 、
?
? ?
?いて HMBCスペクトルの測定を行ったが、 NHがbroadとなったために、その結合
Furihataらはこの HMBCのパルスを改良して、結合定数の小
???
?
?は確認できなかった。
??
?
?さい4結合以上離れた相関ピークをも観測できる方法(decoupled-H孔1BC)を報告し
g Dhbの 1.87ppmのメチル基この decoupled-HMBCを1に試みたところ、ている 19)。
??
?
?
?
の水素と Gluの5位のカルボニル炭素との聞に相関ピークが観察された(Fig. 2-11. )0 
???
?? 』 ?
?
? ? ? ? 。 』
?
? ? ?
??
?』
? ? ?
??
???〈?
?
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?
?
?
，?
???』
@ 
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??
。??
? ?
??
s s 
s g 
??
g 
s 
?
?
?? ? ? ?
? ?
?
?
」
1の構造を [D-Asp3，Dhb7]microcystin-RR (Dhb-microcystin-RR)と
決定した(Fig. 2-4. )20)。
以上の結果から、
? ?
?
?? ?
? ? ?
?? ?
???
??
???
g 
、
?
???
Dhb D-Glu 
H3C 
H 
Adda 
"OCH3 
H 
H 
?
?
? ?
? ?
??
L-Arg・2
???
???
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Fig. 2-4. Structure of Dhb-microcystin-RR (1). 
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Table 2-1. 1 H-and 13C-NMR data for Dhb-microcystin-RR in CD30D. 
??
?
???
?
??
?? ?
〉?
??
，?
? ? ?
??
? ?
¥ 
。.'0 
。
。
otil. 
8 
? ? ?
13C 
175.2 
49.7 
17.3 
172.0 
53.0 
29.2 
26.5 
42.0 
158.6 
176.7 
52.9 
39.7 
J但z)lH 
(t， 7.33) 
(d，7.33) 
4.56 
1.32 
175.1 
173.7 
57.0 
29.5 
26.6 
42.0 
158.7 
176.7 
45.0 
56.7 
127.1 
138.6 
134.1 
136.7 
37.7 
88.4 
39.0 
包~I包場。
~ 
b 
@ 
。
。
、.'C!) 
白
。
可3
。
16.1 
13.0 
16.6 
58.7 
140.6 
130.6 
129.2 
127.1 
129.2 
130.6 
179.5 
56.3 
29.5 
(rn) 
(rn) 
(rn) 
(m) 
(t， 4.27) 
(dd， 4.7， 13.6) 
(m) 
(m) 
(m) 
(dd，8.85，15.6) 
(d， 15.57) 
(d，9.77) 
(m) 
(m) 
(dd，4.88，14.04) 
(dd， 7.2， 14.04) 
(d，7.02) 
(d，0.91) 
(d，6.71) 
(s) 
(t， 7.5) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
4.43 
2.03 
1.55 
3.14 
4.64 
2.90 
2.23 
4.21 
2.00 
1.79 
1.72 
3.21 
3.13 
4.54 
5.51 
6.21 
5.39 
2.58 
3.26 
2.81 
2.67 
1.04 
1.61 
0.99 
3.23 
?
?
???
「??
『
?
?
?
?
?』?
?
?
?
?
?
?
?
??
「??
?
?
? ?
?
『
??
? ?
?
??
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Arg 1 
Arg 2 
AaIa 
Asp 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
7.17 
7.24 
7.15 
7.24 
7.17 
(dd，8.5，7.0) 
(m) 
(m) 
(rn) 
(rn) 
4.18 
2.08 
1.94 
2.47 
2.28 
???????? ?
?
?????
?
?
Glu 
34.3 4 
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p、
Dhb-microcystin-HtyRおよびLRの構造解析
Dhb-microcystin-HtyR (2)およびDhb-microcystin-LR(3)はそのuvスペクトルから
microcystinであることが示唆された。また、高分解能 FABMSの結果より 2および3
第 3節
それぞれ CS2H72N10013およびC48H72N10012であることが示された。
3は
L-Arg、
それぞれ 3-desmethylmicrocystin-HtyRおよび 3-desmeth y lmicro-
これらの分子式およ
L-Htyを、L-Arg、D-Glu、
L-Leuを含むことが確認された。
D-Asp、2はD-Ala、アミノ酸組成の分析から、
D-Asp、
びアミノ酸組成は、
cystin-LRと一致した。
D-Glu、
の分子式は、
更に、
D-Ala、
- 守 一 一I - -・ 》園、 ・ .: ・ー
|二 1382，主主会 U主 主1 ;'主: < 1< 16 :( Iミ 5 .< 1、 II，-、圏、、，
VD旬間可抗.-'V"-"'111" ~. 'v V可 、'ur . "tJ""i.Jl4l'胃 ...~vv '珂 "W" ，戸 y，.J"'-YY'i'可曹『明可v、J可 W 可l""
173 174 175 176 177 178 179 
2および
もdehydroヰlanine(Dha)残基の代わりに Dhb残基を持っていることが示唆されたo
E品偲Cスペクトルにより 2および3のアミノ酸の配列を解析したところ、 2およ
び 3は1のL-Arg-1がそれぞれ L-HtyおよびL-Leuと置き換わったものであることを
2および3の lH-NMRスペクトル (Fig.2-13， 14)から、しかしながら、
3 
Dhb 
OH 
L-Hty 
D-Asp 
Dhb-microcystin-HtyR (2) 
Dhb D-Glu 
? ?
?〔
??
? 』 。
?
?』】
? ?
? ?
?
?
? ?
??
? ?
?。? ?
?
?
，? ?
?
??
? ?
? ?
0 
ド r、
ぷ芸、、? ? ??
D-Glu 
。
確認した(Fig. 2-12. )。
Adda 
， 
一-=::d三三三宝〉
。 ?
??
ばヲ
ト∞
??』
?
仁〉
〈ヰ〉く三三〉
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ト 01
ぽ可
ド01
H3色
H-
Adda ~ 
ド8
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。
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モ~れJ
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Dhb-microcystin-LR (3) 
Fig. 2-12. Structures of Dhb-microcystin-Hty (2) and LR (3). 
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Table 2・2.1 H-and 13C-NMR data for Dhb-microcystin-HtyR in CD30D. 
13C 
175.5 
49.7 
17.4 
174.4 
56.0 
34.1 
J些 jIH Position 
Ala 
。?
?
(q， 7.0) 
(d， 7.0 ) 
4.61 
1.34 
32.6 
133.2 
130.7 
116.2 
156.6 
176.8 
53.2 
39.8 
(dd， 3.7， 11.3 ) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
4.14 
2.24 
2.10 
2.73 
2.52 
Hty 
(d， 8.5 ) 
(d， 8.5 ) 
7.01 
6.66 
(t， 4.6 ) 
(m) 
(m) 
4.57 
2.77 
2.34 
4 
5 
6， 10 
7，9 
8 
2 
3 
Asp 
れ』
175.1 
172.4 
52.9 
28.8 
26.3 
41.7 
158.6 
176.4 
45.0 
56.4 
127.0 
138.2 
134.0 
136.8 
37.7 
88.4 
39.。
16.2 
13.0 
16.6 
58.7 
140.6 
130.5 
129.2 
127.0 
179.2 
56.1 
29.9 
34.2 
175.3 
166.7 
132.0 
123.8 
13.5 
(dd， 4.0， 8.5 ) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(dd， 8.6， 9.2 ) 
(dd， 8.6， 15.6 ) 
(d， 15.6 ) 
(d， 8.8 ) 
(m) 
(m) 
(dd，4.9， 14.0 ) 
(dd， 7.3， 14.0 ) 
(d， 7.0 ) 
(s ) 
(d， 7.0 ) 
(s) 
5.37 
2.57 
3.24 
2.80 
2.65 
1.06 
1.60 
0.99 
3.22 
(d， 7.0 ) 
(t， 7.0 ) 
(t， 7.0 ) 
(dd， 5.8， 9.2 ) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(q， 7.3 ) 
旦2ll
4.44 
2.03 
1.53 
1.58 
1.54 
3.12 
2.98 
4.52 
5.51 
6.17 
7.16 
7.23 
7.15 
4.24 
2.03 
1.95 
2.47 
2.26 
5.73 
1.87 
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?
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??
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??
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???
??
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???
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???
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13C 
175.3 
49.5 
17.5 
174.7 
55.1 
29.9 
26.0 
23.8 
21.3 
176.7 
53.3 
39.8 
Table 2-3. lH-and 13C-NMR data for Dhb-microcystin-LR in CD30D. 
~ lH 
(q， 7.0 ) 
(d，7.0) 
4.61 
l.31 
(dd， 3.9， 11.6 ) 
(m) 
(m) 
(m) 
(d， 6.7 ) 
(d， 6.4 ) 
4.28 
2.03 
1.92 
1.78 
0.93 
0.89 
(t， 4.8 ) 
(m) 
(m) 
4.56 
2.79 
2.33 
??
???
???
?
?
?
?
?
?
「??
??
?
Position 
Ala 
Cコ
??
Leu 
Asp 
代」
175.0 
172.4 
52.7 
28.7 
26.0 
41.4 
158.7 
176.4 
45.0 
56.5 
127.1 
138.2 
134.1 
136.7 
37.7 
88.4 
39.。
(dd， 4.3， 9.0 ) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(t， 9.5 ) 
(dd， 9.5， 15.6 ) 
(d， 15.6 ) 
16.1 
13.0 
16.6 
58.7 
140.6 
130.5 
129.2 
127.0 
179.3 
56.0 
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第 4節 Dhb-microcystinの生理活性
Microcystinは肝臓毒であり、急性の致死毒性をも示すことが知られている。Dhb-
microcystin-RRについて、急性毒性を調べたところ、 400μg/kgを6週令の雄マウス
の腹腔内に投与したところ、 5時間以内に全てのマウスが死亡した。
また、 Dhb-microcystin-RRのHL-60細胞に対する細胞毒性を調べたところ、 Dhb-
microcystin-RRを培養液に加えただけでは 100μg加Lでも増殖限害を起こさなかった
が、エレクトロポレーション処理を行うことにより増殖阻害が見られた21)0Dhb-
micro-cystin-RR， HtyR， LRおよび microcystin-LRのID50値は、それぞれ1.2、2.1、
1.7および2.5x 10・5Mであった。
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第 5節考察
Dhb-microcystin-RR， HtyR， LRはmicrocystinのN-methyldehydroalanineC:MDha)残基
が2・amino-2・butenoicacidのhb)残基に置き代わった化合物である。 Microcystinは、現
在までに50種類以上の構造類似体が知られている 12)，22)・27)。これらの microcystinの
分析において、 特に試料が微量の場合には、HPLCによる分離後、 MSおよびアミノ
酸組成の分析により解析されることが多かった。その中でも、 HPLC!MSを用いる方
法はmicrocystinの分析法として優れていると考えられていた28)。しかしながら、今
回発見した Dhb-microcistinはmicrocystinのdesmethyl体と同ーの分子式を持ち、
HPLCの保持時間もほぼ同一、ア ミノ酸組成も3-desmethyl体とは同一である という
特徴を持っている。今回、 Dhb-microcystinが発見されたことにより、NMRによる構
造解析なしには、 microcystinの構造、特に 3-desmethyl体の構造は決定でき ない場合
が多いことが明らかとなった。本論文には記載していないが、著者らは Adda残基の
メトキシ基がアセトキシ基に置換されたDhb-microcystinを藍藻Nostoc属から単離し
ており、 microcystinの分析には NMRによる構造解析が不可欠で、ある ことが示唆され
た。
前節までに示した様に microcystinには HPLCル1Sを用いても構造が解析できない
誘導体が多数存在することから、 microcystinを定量しようとする場合、それぞれの
誘導体を分離するのではなく microcystinの総量を測定する方法が考えられている o
ELISAもそのひとつである29)が、 ELISAには抗体の抗原特異性という問題があり、
全ての microcystin誘導体を同じ感度では測定できないという欠点がある。我々 は、
microcystinに共通に存在する Adda残基をKMn04/KI04を用いて酸化し、 2-methylふ
methoxy-4-phenylbutanoic acid (MMPB)誘導体とした後、 GCあるいは HPLCで定量す
る方法を開発している30)。本方法では ngレベルの microcystinを定量することができ
る。
マウスを用いた invivoでの microcystinの急性毒性試験では、 microcystirトLRの毒
性が最も強いとされてお り(LD50= 50μ g!kg)、RR誘導体は毒性が数倍弱いと報告
されている。また、 desmethyl誘導体も毒性が弱いと報告されている28)。しかしなが
ら、今回、 HL-60細胞を用いて細胞毒性試験を行ったところ、 Dhb-microcystin-RR
はmicrocystin-LRよりも細胞毒性が強いことが確認された。このことから、動物に対
する致死毒性と細胞毒性とでは毒性発現メカニズムに違いがあることが考えられる。
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第3章異常アミノ酸 (3a-cis)-1，2，3，3a，8，8a-hexahydro-3a-(3-methyl-2-butenyl)-pyrrolo-
[2，3-b ]indol-2-carboxylic acidユニットを含む新規環状ペプチド Oscilatorin
第 l節 Oscillatorinの単離
Oscillatolゴaagardhii (NIES-610二 CCAP1459/22 = NIV A CYA 18)を1120Lのcr培
地を用いて通気培養し、 99.1gの凍結乾燥藻体を得た。得られた乾燥試料99.1gに
8Lの CHC13: MeOH : H20 = 1 : 3 : 1を加えて撹祥し、遠心分離により抽出液を得た。
得られた抽出液を減圧下濃縮後、 5%酢酸水溶液に懸濁し、不溶物を遠心分離で除
いた。遠心上清を SepPak ODSカートリッジに吸着させ、 20% MeOHで洗浄した。
カートリッジから 90% MeOHで溶出される画分を減圧乾回した後、 20% MeOHに
溶解し逆相 HPLC(Purosphare ODS， 20 x 250 mm ; 75 % MeOH、 50mMリン酸緩衝液
pH 3.0)で精製することにより oscilatorin( 4、8.5mg、乾燥重量の0.009%)を単離
した。
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第2節 Oscillatorinの構造解析
Oscillatorin (4)は無色の固体で、 UVスペクトルは 283nmに極大吸収(logε3.4)を
示 したO 正イオンモードの FABMSスペクトル(Fig. 3-4. )では、 m/z1240に疑似分
子イオン ピークが観察された。高分解能 FABMSスペクトル (m/包1240.6456，[M+H]+) 
により、分子式はC60H85014N15 (calcd for M+H: 1240.6478， d.-2.2 mmu)と決定した。
lH-および 13C-N11Rスペクト ルデータ (Table3・1.)から 4はペプチ ドであること
が示唆きれた。また、 4はニンヒドリン試薬には陰性であったことから、環状にな
っているかN末端が修飾されていることが示唆された。 4を酸加水分解後(6M 
HCI， 110 oC， 20 hr)、N-trifluoroacetylisopropyl ester誘導体に誘導し、GC!MSにより構
成アミノ酸を分析したところ、 valine(Val)， glutamic acid (Glu)， proline (Pro)， glycine 
(Gly)， aspartic acid (Asp)， leucine (Leu)， tyrosine (Tyr)， arginine (Arg)が確認された。 また、
HPLCおよびch廿及lなGCカラムを用いた分析からこれらのアミノ酸は、 全て L型で
あることを確認した。
4のNMRスペクトルから、一般的なアミノ酸の他に、 一個の異常アミノ酸が含ま
れていることが示唆された。lH-NMRスペクトルにおいて1.56および 1.64ppmに
singletのメチル基水素が観察された。これらは、 HMBCスペクトル (Fig.3・9.)にお
いて 120.1および 135.1ppmの炭素と相関ピークが観察された。 HSQCスペクトル
( Fig. 3-7. )において、 120.1ppmの炭素には 5.05ppmのオレフイン水素が結合して
いることが確認された。この水素は 2.49および2.42ppmの水素と lH-lHCOSYスペ
クトル(Fig. 3-8. )において相関ピークが観察された。以上の結果から、イソプレン
ユニットの存在を確認した。 lH_lHCOSYスペクトルと E品1BCスペクトルを詳細に
6 
:COSY 
/一¥、 :HMBC
1.64 ト56
Fig. 3-1. Structure of oscillatorIc acid unit. 
-25-
検討したところ、このイソプレンユニットは 1，2，3，3a，8，8a-hexahydro-3a-pyπ010[2，3-
b]ーindol-2・carboxylicacidに3a位で結合していることが明らかとなった (Fig.3・1.)。
この異常アミノ酸残基は tryptophaneの分子内環化反応とイソプレンユニットの付加
により生合成されていると思われる。また、その ROESYスペクトルから、 H-8aと
3・methyl-2-butenylの立体配置は physostigmine31)と同様に cisであることが示唆され
た。以上の結果より、この異常アミノ酸は (3a-cis)ーし2ム3a，8，8a-hexahydro-3a-(3-
methyl-2-butenyl)-pyrrolo[2，3-b]indol-2・carboxylicacid (oscillatoric acid， Osc)であることが
明らかとなった。 Oscillatoricacidの立体構造については現在検討中である。
4のアミノ酸配列は主に、 HMBCスペクトルにおいて、 α-NHとカルボニル炭素
との相関ピークにより確認した。 OscとLeuとの結合は Oscの8a位水素と Leuのカ
ルボニル炭素との相関ピークにより確認した(Fig. 3-2.)0 ProとValとの結合は、
Proの5位水素と Valのカルボニル炭素との相関ピークにより確認した。 ArgとGlu
およびGluとAsnとの結合は ROESYスペクトルにより確認した(Fig. 3-2. )0 
N二MλM
匂ー oJ
oNUO)~ 芙
記
出侶C:~
ROESY: ~ 
OH 
Fig. 3-2. H加mcand ROESY correlations of 4. 
また、 4はその分子式からアミノ酸分析で確認された AspとGluのうち、どちら
かの b カルボン酸がアミドとなっていることが示唆されたので、 diphen)匂hosphonic
azide (DPPA) 32)及び [bis(trifluoroacetox y)ーiodo]benzene33)との反応を試みたが、確認
には至らなかった。そこで、 pHを変化させ NMRスペクトルを測定するこ とにより、
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アミドの確認を試みた。中性あるいは塩基性では、 GluのH-4の化学シフトは 2.3
ppmであったが酸性条件下では 2.5ppmにシフトした。同一条件下で Asnの H-3の
化学シフトは全く変化が見られなかった。このことから、アミノ酸分析で Aspとし
て検出されたアミノ酸残基は 4分子内では Asnとなっていることを確認した。
以上の結果より、 oscillatorin(4)の構造を Fig.3-3.のように決定した34)。
H2 
Asn 
HυH2 
Tyr 
Arg OH 
Glu 
Val 
Fig. 3-3. Structure of oscillatorin (4). 
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Oscillatorinの生理活性
Oscillatorinはキモトリプシンの活性を強力に阻害し、
第3節
その IC50は 8X 10-7 M であ
トリプシンの活性は 2x 10-5 Mでもほとんど阻害しなかった。しかし、った。
160 140 120 100 80 60 40 
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第 4節考察
Oscillatoric acidユニットは、 トリプトファンの分子内環化反応とそれに伴うイソプ
レンユニットとの付加反応により生合成されるものと考えられる。 Oscillatoricacidと
類似した骨格を持つ化合物が海洋のヒラムシ Flustrafoliaceaから単離されているお)。
Flustramine AおよびBと命名された化合物は、 hexahydro-3a-(3-methyl-2-butenyl)ー
pyπolo[2，3-b ]indole骨格を持ち oscillatoricacidの基本骨格と非常に良く似ている。ヒ
ラムシの体内には藍藻類が共生していることが知られており、 flus仕amine類も共生藍
藻類により産生されている可能性が考えられている。最近になって、 M町法制iら36)
により藍藻Microcystisaeruginosaから oscillatoricacidユニットを持つ環状ペプチド
ka w aguchipeptinが報告されたことから、 oscillatoricacidは藍藻類に広く存在している
ことが考えられる。
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第4章 子Amino-6-hydroxy-2-piperidone(Ahp)を含む新規環状ペプチド Oscillapeptin
A-C、およびG
第l節 Oscillapeptin類の単離
( 1) Oscillapeptin AおよびGの単離
Oscillatoria agardhii (NIES・610= CCAP 1459/22 = NIV A CYA 18)をCT培地中で通気
培養を行った。 1120Lの培養液から藻体を集めた後、凍結乾燥を行い、乾燥藻体
99.1 gを得た。この試料に 8Lの CHCl3: MeOH : H20 = 1 : 3 : 1を加えて可溶性成分
を抽出したO 抽出液を減圧乾固し、 5%酢酸水溶液に男子;濁させた。不溶物を遠心分
離で除いた後、 SepPak ODSカートリッジに吸着させ、 20%MeOHで洗浄した。 90
% MeOHで溶出されてきた面分を減圧乾回した後、溶出物を 20% MeOHに溶解した。
この分画を逆相 HPLC( Ultron ODS， 20 x 250 mm ; 55 % MeOH、50mMリン酸緩衝
液 pH 3.0 )で精製することにより oscillapeptinG ( 5、 240.2mg、乾燥重量の 0.2%) 
およびoscillapeptinA ( 6、15.7mg、乾燥重量の 0.02%)をそれぞれ単離した。
( 2) Oscillapeptin Bの単離
CT培地を用いて OscilJatoriaagardhii (CCAP 1459/14)の通気培養を行い、 80Lの培
地から乾燥藻体7.7gを得た。得られた乾燥藻体を 400mLの MeOHに懸濁した後、
遠心分離により抽出液を得た。抽出液を減圧濃縮後、 5%酢酸水溶液に抽出物を懸
濁し、遠心分離により不溶物を除いた。遠心上清を SepPak ODSカートリッジに吸
着させた後、 20% MeOHでカートリッジを洗浄した。 90% MeOHで溶出後、溶出液
を減圧乾因したo 20 % MeOHに溶出物を溶解し、逆相 HPLC( Mightysil ODS， 20 x 
250 mm ; 65 % MeOH、 50mMリン酸緩衝液 pH 3.0)および]1慎相HP1LC( Silica gel 
60 F254、 0.25mm、CHCI3:MeOH: H20 = 60: 40: 10)で精製することにより oscilla-
peptin B (7、16.6mg、乾燥重量の 0.2%)を単離した。
( 3) Oscillapeptin Cの単離
10 Lの培養瓶を用いて Oscil1atonaagardhii (CCAP 1459/16)をCT培地中で通気培
養を行ったo 80 Lの培養を行い、凍結乾燥試料5.5gを得た。 MeOH400mLに乾燥
藻体(5.5 g )を懸濁し、 MeOH抽出液を得た。抽出液を減圧乾国後、抽出物を 5%酢
酸水溶液に懸濁し、不溶物を遠心分離で、除いた。上清を SepPak ODSカートリッジ
に吸着させた後、 20% MeOHで洗浄し、 90% MeOHで溶出した。 90% MeOH 溶出
画分を減圧乾国後、溶出物を 20% MeOHに溶解し逆相 HPLC( Mightysil ODS， 20 x 
250 mm ; 65 % MeOH、 SOmMリン酸緩衝液 pH 3.0)および]1財目 HPTLC( S ilica gel 
60 F254、 0.25mm、CHCI3: MeOH : H20二 60: 40 : 10)で精製を行い、 oscillapeptinC ( 8、
15.3 mg、乾燥重量の 0.3%)を単離した。
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第 2節 OsciUapeptin Gの構造解析
Oscillapeptin G (5)は279nmにuv極大吸収を示す無色の固体で、正イオンモード
のFABMSスペクトル(Fig. 4-4. )では、 mj乞1134に疑似分子イオンピークが観察さ
れた。しかし、負イオンモードの FABMSスペクトル(Fig. 4-5. )では、疑似分子イ
オンピークがmj乞1110に観察されたことから、正イオンモードの FABMSスペクト
ルで観察された m/z1134のピークは、 Na+が付加したイオンであることが示唆され
た。 5の分子式は、高分解能 FABMSスペクトル (mj乞1134.5332，[M+Na]+)の結果か
ら、 CS3H77017N9(calcd for CS3H77017N9Na :1134.5335， ~・0.3 mmu)と決定した。
lH_および 13C-NMRスペクトルデータ(Table 4-1. )から、 5はペプチド性の化合
物であることが示唆され、ニンヒドリン試薬には陰性であったことから、環状ペプ
チドであるか、 N末端が修飾されていることが示唆された。 5を酸加水分解後(6 
MHCl， 110 oC， 20 hr)、アミノ酸組成を分析したところ、 N-meth旬yl防tyros幻ine(N 
leucine (仏Leu吋1)，homotyrosine (Hty)， glutamic acid (Glu)， threonine (Thr)およびisoleucine(le) 
が確認された。また、 Marfey法およびchiralなGCカラムを用いてアミノ酸の立体
配置を分析したところ、これらのアミノ酸は全て L型であることを確認した。
5のlH-NMR( Fig. 4-6. )において、一般的なアミノ酸残基の他に、5.37ppmに
broard singletが観察された。この水素がついている炭素は 76.5ppmに観察され、 2
個のヘテロ原子で置換されていることが示唆されたO その lH_lHCOSYスペクトル
( Fig. 4-9. )から、 5.37ppmのbroardsingletから 3位の NHまでのつながりが確認さ
れた。更に、 HMBCスペクトル (Fig.4-10.)からは、 2位のカルボニル炭素 (170.5
ppm)と3位および6位の水素との聞に相関ピークが観察されたことから、 3-amino-
6・hydroxy-2-piperidone(Ahp)残基の存在が明らかとなった(Fig. 4-1.)0 Ahpの立体構
造については、現在検討中である。
HN 
Ahp 
OH 
一一 :COSY 
~、 :HMBC
Fig. 4-1. COSY and HMBC correlations of Ahp residue. 
さらに、 lH-NMRにおいて、4.13ppmにdoubledoubletのメチン水素が観察され、
この水素と結合している geminalのメチレン水素が 3.78および3.73ppmに観察され
た。これらの水素は HMBCスペクトルにおいて、 173.2 ppmのカルボニル炭素と相
-38-
関ピークが観察されたことから 5の残りのユニットとして、 glyceric acidを含んでい
ることが示唆された。アミノ酸と同様にして chiralなGCカラムを用いた分析を行っ
たところ、この glycericacidはD型であることが確認された。百1r-lでは、刀1r-lの3
位の水素が5.70ppmに観察されたことから、百1f-lの3位水酸基はエステルとなっ
ていることが示唆された。また、その分子式から、アミノ酸分析で検出された Glu
は、 5では glutamine(Gln)となっていることを確認した。
H03RA 
OH OH 
Fig. 4-2. Hl'v岱Ccorrelations of 5 . 
5のアミノ酸の配列は主に、アミドの NHからカルボニル炭素への E品1BCスペク
トルにより決定した(Fig. 4-2')0 N-Me-Tyrと Thr・2との結合は、 N二Me-Tyrのメチ
ル基の水素と百1r-2のカルボニル炭素との聞の相関ピークにより確認した。百1r-2と
Ahpとの結合は、 Thr-2の2位の水素とAhpの2位及び6位の炭素との聞の相関ピ
ークにより確認した。また、百1r-lとleとのエステル結合は、 η1r-lの3位のプロト
ンから leのカルボニル炭素への相関ピークにより確認したO
以上の結果より、 oscillapeptinG (5)の構造を Fig.4-3.のように決定した37)。
。
Hty 
OH 
Fig. 4-3. Structure of oscillapeptin G (5). 
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Table 4-l. 1 H-and 13C-NMR data for oscillapeptin G in dimethylformamide-d7・
13c 
173.2 
74.3 
65.3 
J些j
(dd. 4.0. 4.6) 
(m) 
(m) 
(br) 
(br) 
2-0H 
3-0H 
2 
3 
172.1 
52.9 
34.2 
Hty 
(dt. 4.9， 8.2) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
4.52 
2.12 
1. 98 
2.61 
2.54 
30.4 
128.4 
130.0 
116.2 
156.6 
(d. 8.9) 
(d. 8.9) 
7.05 
6.76 
(d. 8.2) 
(br) 
7.97 
7.43 
173.0 
53.4 
28.9 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
4.61 
2.03 
1.96 
2.35 
2.27 
5 
6. 10 
7，9 
8 
NH 
αf 
2 
3 
4 
Gln 
32.2 
175.0 
(d， 7.6) 
(br) 
8.18 
9.30 
170.5 
56.3 
72.8 
18.3 
(d， 9.2) 
(q， 6.4) 
(d， 6.4) 
(d， 9.2) 
4.87 
5.70 
1.33 
8.30 
Thr・1
173.7 
52.1 
40.2 
???????
??
??
170.5 
50.0 
22.7 
28.9 
76.5 
172.3 
55.4 
66.5 
19.5 
170.4 
61.9 
34.1 
(d，7.6) 
(m) 
(d， 6.1) 
??
??
???Thr・2
?? ?
??
? ? ?
。 』 ?
? ?
??
。
?
』】
??
??
???
? ー ? ? ? ?
。?
。
?
?
?
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(d， 6.7) 
(d. 6.7) 
(d， 8.6) 
4.47 
1.93 
1.46 
1.63 
0.88 
0.80 
8.39 
4 
5 
NH 
5-NHフ
2 
3 
4 
ト目
2 
3 
4 
5 
5' 
NH 
2 
3 
4 
5 
6 
悶f
αf 
2 
3 
4 
2 
3 
4 
5，9 
6，8 
7 
Me 
α4 
2 
3 
4 
5 
6 
NH 
Leu 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(br) 
(d. 9.2) 
(br) 
4.60 
2.75 
1.82 
2.06 
1.83 
5.37 
7.57 
6.23 
Ahp 
132.8 
131.2 
115.8 
157.5 
30.4 
(dd. 11.8， 2.9) 
(dd. 14.5. 2.9) 
(dd， 14.5， 11.8) 
(d， 8.9) 
(d， 8.9) 
173.7 
56.7 
38.3 
25.5 
1 1.5 
16.5 
lH 
4.13 
3.78 
3.73 
5.77 
4.93 
???
??
?，
?
、???
?
??
?
7.07 
6.75 
(s) 
(br) 
(dd. 9.5， 5.8) 
(m) 
(m) 
(m) 
(t. 7.3) 
(d. 6.7) 
以..2.1l
?
?
??
N-Me・Tvr
2.79 
6.72 
4.75 
1.89 
1.34 
1.09 
0.83 
0.90 
7.83 
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Glvderic acid 
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Oscillapeptin A -Cの構造解析
Oscillapeptin Aの構造解析
Oscillapeptin A (6)は無色の国体で、 278nmにuv極大吸収を示した。
ベクトルにおいて正イオンモードでは、疑似分子イオン ピークが ml乞1166に観察さ
また、 m/z1148および 1130に疑似分子イオンピークからH20がそれぞれ 1分
FABMSス
第 3節
( 1 )
?
????
，?
?
?
?
，?』〈
?
?
』?
』
?
? れた。
高分解能 FABMSスペクトル (mj包
1166.5737， [M+H]+)の結果から、分子式は CS6H7901SN9(calcd for CS6HsoOlSN9 : 
O +11.6 mmu)と決定した。1166.5621， 
lH-および 13C-NMRスペクトルデータ (Table4・2.)から 6はペプチドであること
が示唆された。ニンヒドリン試薬では発色しなかったことから、 5と同様に N末端
が修飾されているか、環状ペプチドとなっていることが示唆された。
6を酸加水分解後(6 MHCl， 110 oC， 20 hr )、 GC(MSにより構成アミノ酸を分析し
N-methyltyrosine (N-Me-Tyr)， homotyrosine (Hty)， glutamic acid (Glu)， threonine 
(Thr)およびisoleucine(le)が確認された。また、 HPLCおよびch甘alなGCカラムを
用いた光学異性体の分析から、
たところ、
これらのアミノ酸は全て L型であることを確認した。
その lH-NMRスペクトル(Fig. 4・13.)において、 5.30ppmに oscillapeptinG 6は、
(5)と同様に broadsingletが観察された。 lH-1HCOSYおよびHMBCスペクトルを詳
さらに、 lH-NMRスペ
クトルにおいて、 5.67および5.54ppmにオレフイン水素のシグナルが観察された。
これらのシグナルは lH_lHCOSYスペクトルにおいて 4.58ppmの 2位の水素までの
また、tetrahydrotyrosine残基の存在が明らかとなった(Fig. 4-11. )。
OH 
tetrah ydrotyrosine (Th Tyr) 
NH 
子および2分子脱水したピークが観察された。
細に検討した結果、 5と同様にAhp残基の存在を確認した。
HO 
結合が確認され、
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Fig. 4-11. Structure of tetrahydrotyrosine (ThTyr). 
oscillapeptin Gと同様に D-glycericacidの存在も確認した。さらに、その分子式からア
ミノ酸分析で Gluとして検出されたアミノ酸は、 6では glutamine(Gln)となっている
-47-
ことを確認した。
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HMBCスペクトルにより α位の水素からカルボニ6のアミノ酸の配列は主に、
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ル炭素への相関ピークにより決定した。
oscillapeptin A (6)の構造を Fig.4-12.のように決定した。以上の結果から、 ??
ャ-(;J礼L
5・;11
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Fig.4・12.Structure of oscillapeptin A (6). 
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7の正イオンモードの FABMSスペクトルにおいて、 mj乞995に疑似分子イオン
また m/z977に疑似分子イオンピークから H20が l分子脱水したピーク
タ(Table 4-3. )から示唆されたため、
後、アミノ酸分析をした。 homotyrosine(Hty)， threonine (Thr)， N-meth)ヤhenylalanine
(N-Me-Phe)， Iysine (Lys)および isoleucine(lle)が確認され、 chiralな GCカラムを用い
た分析およびMarfey法による分析から、これらのアミノ酸の立体配置は全て L型で
あると決定した。
lH_1H COSYおよびm佃 Cスペクトルを詳細に検討することにより、Ahp残基の存
D-glyceric acidの存在も NMRおよびGC爪t1Sによる分析から
7を酸加水分解(6 MHCl， 110 oC， 20 hr )した
7の
uvスペクトルは 278nmに極大吸収を示し
7はペプチド性の化合物であることがその 1H_および 13C-N乱侭スペクトルデー
lH-NMRスペクトル (Fig.4-15. )において、 5.05ppmにbroadsingletが観察され、
7のアミノ酸配列はH1t1BCおよびROESYスペクトルを詳細に検討することによ
分子式を CSOH74013N8(calcd for CSOH7S013N8 : 995.5453， O-2.8 mmu)と決定した。
oscillapeptin B (7)はFig.4-14.に示す構造であると決定した。
高分解能 FABMSスペクトル (mj乞995.5425，間+H]+)により、
N-Me-Phe 
Fig.4-14. Structure of oscillapeptin B (7). 
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H2N 
。
Osc出apeptinBの構造解析
Oscillapeptin B (7)は無色の固体で、
OH 
HO~γ)l N 
Hty 
glyceric acid 
さらに、
り決定した.
以上の結果から、
が観察された。
在を確認した。
確認した。
ピー クカミ、
( 2 ) 
た。
10.9 
16.4 
129.1 
131.8 
116.7 
157.7 
31.3 
175.3 
52.6 
38.3 
26.4 
77.3 
173.4 
54.1 
67.3 
19.6 
172.0 
63.3 
34.4 
33.5 
132.6 
134.2 
67.6 
32.3 
171.8 
51.0 
26.4 
32.1 
133.2 
130.5 
116.3 
156.7 
174.2 
54.1 
29.0 
32.4 
177.8 
171.8 
57.4 
73.2 
18.6 
174.4 
57.9 
37.6 
27.0 
13C 
175.2 
74.3 
65.5 
173.9 
54.0 
35.4 
30.8 
Table 4-2. 1H-and I3C-NMR data for oscillapeptin A in CD30D. 
(dd， 3.0， 11.9 ) 
(m) 
(m) 
(dd， 6.7，12.5 ) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(5 ) 
(dd， 4.9， 8.9 ) 
(m) 
(m) 
(m) 
(d， 9.5 ) 
(m) 
(m) 
(m) 
(t. 7.7 ) 
旦2S!J
(d， 8.5 ) 
(d， 8.5 ) 
(d， 6.4 ) 
(m) 
(d， 6.4 ) 
(t， 4.3 ) 
(d， 4.3 ) 
(d， 8.6 ) 
(d， 8.6 ) 
(d， 1.2 ) 
(q， 6.4 ) 
(d， 6.4 ) 
(t， 7.6 ) 
(m) 
(t， 7.5 ) 
~ 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(5 ) 
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4.58 
1.92 
1.43 
1.18 
0.88 
0.95 
2.82 
5.02 
3.31 
2.76 
7.05 
6.69 
4.62 
2.77 
1.85 
2.02 
1.82 
5.30 
4.57 
3.65 
0.51 
4.58 
2.00 
1.64 
2.18 
5.67 
5.54 
4.11 
1.95 
1.39 
1.80 
1.12 
4.12 
3.78 
4.43 
2.16 
1.93 
2.58 
7.03 
6.70 
4.50 
2.07 
2.31 
4.66 
5.58 
1.37 
lH 
4 
5， 9 
6， 8 
7 
N-Me 
2 
3 
4 
4 
5 
6， 10 
7， 9 
8 
5 
6 
? ?
「????
「
，???
?
?????
?
?
???
?
?
???
「?
?
?
?
??
??
?
???、
??
???
???
9 
5 
Position 
Glyceric acid 
N-Me-Tyr 
ThTyr 
官官-2
百lf-l
Ahp 
Hty 
Gln 
De 
lH-and I3C NMR data for oscillapeptin B in CD30D. Table 4-3. 
?
???
??
??
?
?，
?
『?
? ?
?
J(Hz) 
(dd， 3.3， 6.0 ) 
(dd， 3.3， 10.9 ) 
(dd， 6.0， 10.9 ) 
175.2 
54.5 
35.7 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
4.54 
2.14 
2.08 
2.65 
?
?
?
??
Hty 
32.0 
133.1 
130.5 
116.3 
156.7 
171.8 
57.5 
73.3 
18.8 
174.1 
54.5 
30.2 
(d， 8.6 ) 
(d， 8.6 ) 
(s ) 
(q， 6.4 ) 
(d， 6.7 ) 
23.8 
(br) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
4.48 
2.20 
1.71 
1.49 
1.41 
1.62 
2.92 
4 
5 
6， 10 
7， 9 
8 
2 
3 
4 
2 
3 
7.05 
6.69 
4.69 
5.58 
1.39 
Lys 
4 
27.6 
40.9 
171.5 
51.1 
22.4 
31.3 
76.2 
172.7 
56.7 
34.6 
25.2 
(dd， 6.1， 6.4 ) 
(m) 
(m) 
(m) 
(s) 
4.59 
2.73 
1.85 
1.87 
5.05 
???
(d， 3.7 ) 
(m) 
(m) 
(m) 
(t，7.0) 
(d， 6.5 ) 
4.52 
1.88 
1.14 
0.71 
0.68 
-0.11 
????
Ahp 
lle-2 
10.8 
15.0 
172.3 
63.1 
35.6 
《
???
ゥ
，?? (dd， 0.3， 12.0 ) 
(m) 
(m) 
5.27 
3.52 
2.84 
N-Me-Phe 
? ? ? ? ?
?
?
???
?』。
? ? ?
???
?
，?
??
， ? ? ?
?
c"1 
てr
ぱヲ
<D 
lH 
4.39 
4.33 
4.15 
百1f
れJ
??
??
?
Position 
Glyceric acid 
。9-~~1I 
S-Z~!1 
9・(~1I
5・ t~ lI
y-l礼上
2刊-N・~lId
E-dlld・3削・N
E-l礼L
9・dl{Y
138.9 
130.9 
130.0 
128.1 
31.7 
175.4 
57.6 
38.0 
27.4 
11.5 
15.9 
(t， 7.0 ) 
(t， 7.0 ) 
(t， 7.0 ) 
(s ) 
(d， 6.0 ) 
(m) 
(m) 
(m) 
(t， 7.3 ) 
叫2JU
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7.29 
7.26 
7.19 
2.86 
4.65 
1.94 
1.40 
1.24 
0.95 
0.88 
4 
5， 9 
6， 8 
7 
N-Me 
2 
3 
4 
5 
6 
lle-l αコ
σ、
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Oscillapeptin Cの構造解析
Oscillapeptin C (8)は無色の固体で、 279nmにuv極大吸収を示した。正イオン
モードの FABMSスペクトルにおいて、 mj乞983に疑似分子イオンピークが観察され
また、疑似分子イオンピークから H20が 1分子脱水したピークが mj乞966に観
( 3 ) 
。
た。
察された。疑似分子イオンピークの高分解能 FABMSスペクトル (m/z983.4587， 
5・Ol)
9・:;1l)8の分子式を C47H67013N8S(calcd for C47H68013N8S : [M+Ht)の分析結果より、
tr-J礼ム1166.5621， ~ +11.6 mmu)と決定した。
8はペプチドであるIH-およびぴ 13C-NMRスペクトルデータ(Table 4-4. )から、
(¥J 
? ? ? ? ?
?
?
? ?
??
? 』
??
?
??
?
? ? ?
? ? ? ? ? ?
???
v-UID 
5・1:;1附
z・"JV
ヨ附-N・1仏
8を酸加水分解後(6 MHCl， 110 oC， 20 hr )、構成アミノ酸
homotyrosine (Hty)， threonine (Thr)， glutamic acid (Glu)， methionine 
(Met)， N-methyltyrosine (Nふ1e-Tyr)およびisoleucine(le)が確認された。また、光学異
性体の分析から、これらのアミノ酸は全て L型であることを確認した。
はニンヒドリン試薬には陰性であったことから、 N末端が修飾されているか、環状
ペプチドであることが示唆された。
8 さらに、
ことが示唆されたので、
を分析したところ、
8の lH-NMRスペクトル(Fig. 4-17. )において、 5.06ppmにbroadsingletが観察さ
2次元 NMRスペクトルを詳細に検討した結果、他の oscillapeptin類と同様に
ぱ3
Z-:;J1I 
z-nu. また、 lH-NMRスペクトルにおいて 1.99ppmにsinglet
8のアミノ酸の
れ、
Ahp残基の存在を確認した。
のメチル基が観察され、 HMBCスペクトルでこのメチル基水素と 173.3ppmのカル
ボ、ニル炭素に相関ピークが観察されたことから、アセチル基の存在を確認した。
HMBCおよびROESYスペクトルを詳細に検討することにより、
配列を決定した。
oscil1apeptin C (8)の構造を Fig.4-16.のように決定した。
qコ
01 
Met 
HNエユ
crJL-
OH 
これらの結果から、
Hty 
HO 
Gln 
H Qh jNH 
N". / 
I Thr o ，¥. 
H
3
C、、。
。
。H2N 
。?
N-Me-Tyr Ile 
Fig. 4-16. Structure of oscillapeptin C (8). 
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Osci llapeptin類の生理活性
Oscillapeptin Bはトリプシンの活性を強力に阻害し、
第 4節
その ICsoは7x 10・9九fであっ
oscillapeptin Bはキモトリプシンの活性を 2x 10・sMでも全く限害しなしかし、た。
Table 4-4. 1 H-and 13C-NMR data for oscillapeptin C in CD30D. 
J巴~
その ICsoは
かった。
Oscillapeptin G， A，およびCはキモトリプシンの活性を強力に阻害し、
4 x 10・9M， 3 x 10・9M，および7x 10・8Mであった。それぞれ、
13c 
173.3 
22.4 
174.9 
54.2 
29.0 
32.4 
177.9 
172.1 
57.5 
73.2 
18.6 
174.2 
54.3 
33.6 
lH 
(s ) 
(t，7.6) 
(rn ) 
(t， 7.6 ) 
(d， 1.2 ) 
(q， 6.7 ) 
(d， 6.7 ) 
4.77 
5.61 
1.43 
31.9 
132.5 
130.7 
116.3 
156.9 
171.0 
51.1 
22.4 
31.2 
75.9 
173.0 
51.7 
31.3 
30.8 
(dd， 3.1，11.0) 
(rn ) 
(rn ) 
(rn ) 
(rn ) 
4.32 
2.43 
1.85 
2.69 
2.52 
(d， 8.6 ) 
(d， 8.6 ) 
6.99 
6.67 
(dd， 6.7， 12.8 ) 
(rn ) 
(rn ) 
(rn ) 
(s ) 
4.56 
2.75 
1.82 
1.87 
5.06 
? ?
?
??
??
? 、
????
「??
『
?
???
4 
5 
6， 10 
7， 9 
8 
2 
3 
4 
???
? ?
?
4 
??? ???
?
?? ? ???
???
?
?? ?
?
1.99 
4.50 
2.09 
2.38 
Gln 
百1f
Hty 
Ahp 
(dd， 5.8， 8.5 ) 
(rn ) 
(rn ) 
(rn ) 
(rn ) 
(s ) 
4.70 
1.56 
1.38 
1.80 
1.72 
1.97 
Met 
15.5 
171.9 
63.3 
34.2 
129.0 
131.8 
116.5 
157.7 
31.4 
175.2 
57.7 
38.2 
26.4 
(dd， 3.1，11.6) 
(rn ) 
(rn ) 
4.92 
3.28 
2.72 
(d， 8.6 ) 
(d， 8.6 ) 
7.04 
6.68 
10.8 
16.4 
(s) 
(d，7.6) 
(rn ) 
(rn ) 
(rn ) 
(d， 6.7 ) 
己1JJ.
2.80 
4.55 
2.54 
1.43 
1.18 
0.95 
0.88 
? 、 ，
??
? ? ? 、
?
4 
5， 9 
6， 8 
7 
N-Me 
2 
3 
4 
N-Me-Tyr 
De 
5 
6 
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第 5節考察
Oscillapeptin類はAhpを含む環状デプシペプチドであるが、Ahpを含むデフ。シペプ
チドの最初の例は Petitらにより 1989年にタツナミガイ Dolabellaaunculanaから単離
された dolastin13が知られている38)0 Dolastin 13は分子内に Dhb残基およびO-Me-
glyceric acidを含んでおり、強い細胞毒性を示す。
最近、藍藻 MicrocystisaeruginosaおよびMicrochaeteloktakensisからAhpを含む環
状デプシペプチド micropeptins39)，40)，aeruginopeptins41)， microcystilide A42)， cyanopepto-
rin43)， A90720A 4)，45)などが相次いで、単離された。また、糸状藍藻 Oscillatoriaagardhji 
からは、我々とほぼ同時期に Murakamiらにより幼pを含む環状デフ。シペプチド
osc出apeptinが単離された46)。
本研究において単離した oscillapeptinsは、異常アミノ酸としてAhpの他に homo-
tyrosineを含み、 G，A およびBはN末端に glycericacidがアミド結合している。
glyceric acidが硫酸エステルやメチルエーテルとなっている同様の化合物はいくつか
単離されていたが、 glycericacidの水酸基が未修飾のものを単離したのは、我々が初
めてである。また、これらのトリプシンおよびキモトリプシンに対する阻害活性は
IC50が nMレベルと非常に強力であった。
これらのAhpを含む環状ペプチドの構造と酵素阻害特異性を検討したところ、
oscillapeptin B (7)のLys残基の位置に LysあるいはArg残基があるもの (micropeptins，
A90720A)は、 トリフシンに対して高い特異性を持っていることが確認された。すな
わち、この位置に正の電荷を持つことがトリプシンに対する特異性に関与すること
が示唆された。また、この位置が疎水性の残基 (Hty，Leu，百lTyr)で置換されるとト
リプシンは阻害しなくなり、代わってキモトリプシンに対して高い特異性を持つよ
うになることが示唆された。
また、 oscillapeptinBにおいて、 lle-2の6位メチル基の化学シフトが・0.11ppmと
異常に高磁場にシフトしているのが観察された。さらに oscillapeptinBにおいて、溶
媒と NHとの交換速度が非常に遅い水素があることが示唆されており、ある種の包
接化合物のような働きをする可能性を持っていることが考えられ、その 3次元構造
および新たな生理活性に興味がもたれる。
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第 5章 ウレイド結合を含む新規環状ペプチド Osc出amideA -C、H、およびY
第 1節 Oscillamide類の単離
( 1) Oscillamide AおよびYの単離
10 Lの培養瓶を用いて CT培地中で Oscillatonaagardhij (NIES-610 = CCAP 1459/22 
= NIVA CYA 18)の通気培養を行った。 1120Lの培養液から藻体を連続遠心分離によ
り集め、凍結乾燥藻体99.1gを得た。乾燥した藻体を CHC13: MeOH : H20 = 1 : 3: 1 
に懸;濁し、可溶性成分を抽出した。 5%酢酸水溶液に減圧乾固した抽出物を庁;濁し、
遠心分離によ り不溶物を除いた後、上清を SepPak ODSカート リッジに吸着させた。
20 % MeOHでカートリ ッジを洗浄した後、 90% MeOHで溶出されてくる画分を、逆
相 HPLC( Ultron ODS， 20 x 250 mm ; 55 % MeOH、50mMリン酸緩衝液 pH 3.0)で
精製することにより oscillamideY ( 9、51.1mg、乾燥重量の 0.05% )およびoscilla-
mide A (10、25.2mg、乾燥重量の 0.03% )をそれぞれ単離した。
( 2) Oscillamide Bの単離
80LのCT培地を用いて通気培養を行い、得られた凍結乾燥 Oscil1atonaagardhij 
(CCAP 1459/11A) 9.0 gに400mLの MeOHを加えて抽出液を得た。抽出液を減圧乾
国後、 5%酢酸水溶液に怒、濁させたO 遠心上清を SepPakODSカートリ ッジに吸着
させ、 20%MeOHで洗浄した。カートリッジから 90% MeOHで溶出された画分を
減圧乾回した後、 20% MeOHに溶解し逆相 HPLC(Mightysil ODS， 20 x 250 mm ; 65 
% MeOH、 50mMリン酸緩衝液 pH 3.0)および}!I財目 HPTLC(S社icagel 60 F254、
0.25 mm、CHCl3: MeOH: H20 = 60: 40: 10)で精製することにより oscillamideB ( 11、
21.0 mg、乾燥重量の 0.23% )を単離した。
( 3) Oscillamide Cの単離
CT培地 80Lから得られた 7.7gの凍結乾燥 Oscillatonaagardhij (CCAP 1459/14)に
400mLの MeOHを加え、 MeOH抽出画分を得た。 減圧下濃縮した抽出物を 5%酢酸
水溶液に懸濁し、不溶物を遠心分離により除去した。SepPak ODSカートリッジに上
清を吸着させた後、 20% MeOHでカートリッジを洗浄した。90%MeOH 溶出画分を
減圧乾回した後、溶出物を 20% MeOHに溶解し逆相 HPLC( Mightysil ODS， 20 x 250 
mm ; 65 % MeOH、50mMリン酸緩衝液 pH 3.0)および}!I買相 HPTLC( Silica geI 60 
F254、0.25mm、CHCl3: MeOH : H20二 60:40 : 10)で精製を行い oscillamideC ( 12、
7.7 mg、乾燥重量の0.1%)を単離した。
( 4) Oscillamide Hの単離
OsciJJatoria agardhii (NIES-595)を80LのCT培地を用いて通気培養し、 7.0gの凍
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結乾燥藻体を得た。得られた藻体に 400mLの MeOHを加えて可溶性成分を抽出し、
減圧下濃縮した。 5%酢酸水溶液に抽出物を懸濁し、遠心分離で不溶物を除いた後、
Sep Pak ODSカートリッジに吸着させた。カートリッジを 20% MeOHで洗浄後、 90
% MeOHで溶出した。90% MeOHで溶出された画分を減圧乾国後、 20% MeOHに溶
解し逆相 HPLC( UItron ODS， 8 x 250 mm ; 55 % MeOH、50mM燐酸緩衝液 pH 3.0 ) 
および}I買相 HPTLC( Silica gel 60 F254、 0.25 mm、CHCl3: MeOH : H20 = 60 : 40 : 10 ) 
で精製を行うことにより oscillamideH (13， 7.5 mg、乾燥重量の 0.1%)を単離した。
第 2節 Oscillamide Yの構造解析
OsciIlamide Y (9)は無色の国体で、 uvスペクトルにおいて 275nmに極大吸収を示
した。正イオンモードの FABMSスペクトル(Fig. 5-3. )では、疑似分子イオンピー
クがm/z858に観察された。高分解能 FABMSスペクトル (m/乞858.4369，[M+H]+)の
結果から、分子式は C4SHS9010N7(calcd for C4sH60010N7: 858.4402， .1+0.6 mmu)と
決定した。 lH_および 13C-NMRスペクトルデータ(Table 5-1. )から、 9はペプチド
性の化合物であることが示唆されたので、ニンヒドリン試薬による発色を試みた。
ニンヒドリンには陰性であったことから、環状ペプチドとなっているか N末端が修
飾されていることが示唆された。
9を通常の酸加水分解条件で、加水分解後にアミノ酸分析を行ったところ、 NMRで
確認された LysおよびTyrがほとんど検出されなかった。そこで、反応温度を高く
して酸加水分解(6 MHCI， 150 oc， 10 hr )をした後、構成アミノ酸を分析したところ、
homotyrosine (Hty)， tyrosine (Tyr)， phenylalanine (Phe)， lysine (Lys)， N-methylalanine (N-
Me-Ala)， isoleucine (le)が確認された。また、 chiralなGCカラムを用いた分析および
Marfey法による分析から、これらのアミノ酸の立体配置は LysのみがD型で、残り
のアミノ酸は L型であることを確認した。
σ 正、 :ROESY/ー ¥、 :HMBC
Fig. 5-1. HMBC and ROESY correlations of 9. 
9の lH_および 13C-NMRスペクトル(Fig. 5-4， 5.)におけるシグナルは 2次元
NMR ( Fig. 5-6，7，8. )を詳細に検討することにより帰属した。アミノ酸の配列は主に
HMBCスペクトル(Fig. 5-8. )において、 α-NHとカルボニル炭素との相関ピークに
より解析したo N-Me-AlaとHtyとの結合は、 Nー メチル基と 172.1ppmの Htyのカル
ボニル炭素との問に相関ピークが観察されたことから俗認した。 LysとIleとの結合
との聞に相関はLysのα位水素(4.16 ppm )と leのカルボニル炭素 (174.1ppm)
ピークが観察されたことより確認した。また、 HMBCスペクトルにおいて Lysのα-
NHから158.2ppmのカルボニル炭素に相関ピークが観察された。
? ?
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?
???
富
山
ROESYスペク ト
さらに、 9
ウレイド部分が加水分解
これらのことから 9がウレ
ルにおいて Lysのα-NHとTyrのNHとの問に相関ピークが観察された。
は通常の酸加水分解の条件(6 MHCl， 110 oC， 20 hr )では、
されず、 LysおよびTyrがほとんど検出されなかった。
イド結合を含むことを確認した。
以上の結果より、 oscillamideY (9)の構造を Fig.5-2.のように決定した47)。
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Fig. 5-2. Structure of oscillamide Y (9). 
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Table 5-1. 1 H-and 13C-NMR data for oscillamide Y in dimethylformamide-d7・
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21.4 
39.1 
171.9 
55.7 
38.。
115.3 
115.5 
131.0 
157.1 
11.9 
15.6 
173.6 
55.9 
32.8 
29.1 
170.7 
55.4 
14.2 
29.1 
172.1 
49.4 
34.3 
31.3 
128.1 
115.9 
129.8 
156.9 
174.1 
57.9 
37.3 
26.1 
13C 
171.9 
56.2 
38.5 
139.5 
129.0 
129.8 
126.7 
(dd， 6.39， 10.97) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(br) 
(br) 
(m) 
(dd，5.19，13.73) 
(dd，6.41，13.73) 
(m) 
(dd， 3.36，14.06) 
(d， 14.06) 
(d，7.02) 
(dd，7.02，7.32) 
(t， 7.32) 
(d，9.16) 
(d，8.54) 
(d，8.54) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(d， 8.55) 
(d，8.55) 
(d，4.27) 
(t， 7.02) 
(m) 
(m) 
(m) 
(t， 7.03) 
(d，6.72) 
(d，7.02) 
(q， 6.72) 
(d，6.72) 
(s) 
J但z)
4.84 
1.98 
1.84 
2.70 
2.52 
8.95 
4.23 
1.91 
1.75 
1.23 
0.92 
0.99 
7.25 
4.16 
1.78 
1.69 
1.42 
1.40 
1.44 
1.27 
3.67 
2.70 
6.89 
7.36 
4.44 
3.01 
2.88 
6.71 
7.02 
6.76 
7.04 
4.55 
3.39 
2.84 
7.25 
7.17 
7.16 
8.78 
4.88 
1.14 
1.94 
lH 
158.2 
? 、
6.26 
?
?
「?
??
?
?
??
?
??
5 
6 
2-NH 
6-NH 
2 
3 
4 
5，9 
6，8 
7 
NH 
CO(ureido) 
?
?
??
???
?
??
??
??
4 
4 
?
「
?
? ?
N-Me-Ala 
????? ???
?
?
le 
Lys 
Tyr 
Hty 
?? ? ?
??????
??
? ?
?
? ?
， ?
??
?
??? 』 ? ?
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Oscillamide A-CおよびHの構造解析
Osci llamide Aの構造解析
Oscil1amide A (10)は無色の固体で、正イオンモードの FABMSスペクトルでは、
m/z 851に疑似分子イオンピークが観察された。
第 3節
、 、? ， ，
，
??
，?、
高分解能 FABMSスペクトル (m/乞
9・:l!lc・;)[1
E-l!!¥f-:l州-N
10の分子式は C42H6209N10 (calcd for C42H6309N 10: 851.4818， [M+H]+)の結果より、
uvスペクトルは 279nmに極大吸収を示また、L¥ +3.9 mmu)と決定した。851.4779，
した。
ヨ附-N-~rv
10はペプチドであることが lH-および 13C-NMRスペクトルデータ(Table 5-2. )か
アミノ酸組成を分析しら示唆された。 10を酸加水分解後(6 MHCI， 150 oc， 10 hr)、
たところ、 homotyrosine(Hty)， arginine (Arg)， phenylalanine (Phe)， lysine (Lys)， N-methyト
alanine (N-Me-Ala)， isoleucine (le)が確認された。また、 Marfey法およびchiralな GC
カラムを用いた光学異性体の分析から、 Lysのみが D型で、残りのアミノ酸は L型
であることを確認した。
この分子式およびアミノ酸組成から 10はoscillamideY (9)のTyrがArgに置換さ
れた化合物と推察された。
2次元 NMRを詳細に検討することにより lH_( Fig. 5-10. )および 13C-NMRスペク
トルのシグナルを帰属した。
10の 1次元および2次元 NMRスペクトルを詳細に検討し、 oscillamideA (10)は
Fig.5・9.に示す構造であると決定した。
ロコ
01 
??
?
? ?
?
??
?
〔
Ile 
N-Me-Ala 
Fig. 5-9. Structure of oscillamide A (10). 
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Oscillamide Bの構造解析
Oscillamide B (11)は無色の固体で、
( 2 ) 
279 nmにuv吸収極大を示した。 FABMSスペ
Table 5-2. 1 H-and 13C-NMR data for oscillamide A in CD30D. 
疑似分子イオンピークがml乞869に観察されクトルでは正イオンモードにおいて、13C 
174.1 
56.8 
38.9 
J(Hz) lH 
?
?』?
?
Position 
Phe 
高分解能 FABMSスペクトル (ml乞851.4818，[M+HJ+)の解析か11の分子式は、た。
C4，H6009Nl0S (calcd for C4，H6I09N 10S: 869.4324，δ-2.0 mmu)と決定した。ら、
lH-および 13C-NMRスペクトルデータ(Table 5-3. )から 11はペプチドであること
が示唆されたので、酸加水分解後(6 MHCl， 150 oC， 10 hr )、構成アミノ酸を分析し
homotyrosine (Hty)， arginine (Arg)， phenylalanine (Phe)， lysine (Lys)， N-me出yl-
alanine (N-Me-Ala)， methionine (Met)が確認された。また、 HPLCおよびGCによる光
学異性体の分析から、 LysのみがD型で、残りのアミノ酸は L型であることを確認
139.1 
130.1 
129.8 
127.7 
172.3 
56.4 
14.3 
28.3 
173.9 
50.3 
34.7 
(dd， 3.6， 12.8 ) 
(dd， 3.6， 13.7 ) 
(dd， 12.8， 13.7 ) 
4.59 
3.38 
2.85 
(d， 7.0) 
(t， 7.0 ) 
(t， 7.0 ) 
7.11 
7.22 
7.15 
たところ、(q， 6.7 ) 
(d， 6.7 ) 
(s ) 
4.67 
1.14 
1.86 
(dd， 4.9， 9.2 ) 4.69 
4 
5， 9 
6， 8 
7 
1 
2 
3 
N-Me 
2 
3 
N-Me-A1a 
Hty 
した。
(rn ) 
(rn ) 
(rn ) 
(rn ) 
2.06 
1.79 
2.74 
2.57 このアミノ酸組成および分子式から 11はoscillamideA (10)のTIeの位置がMetに
置き換わった化合物と推察された。
2次元 NMRを
詳細に検討することにより確認した。
これらの結果と HMBCおよび、ROESYスペクトルを詳細に検討することにより、
osciIlamide B (11)はFig.5-11.に示す構造であると決定した。
lH_ ( Fig. 5-12. )および 13C-NMRスペクトルのシグナルの帰属は、
32.1 
132.8 
130.6 
116.3 
157.0 
174.9 
60.0 
37.6 
26.7 
(d， 8.5 ) 
(d， 8.5 ) 
7.06 
6.71 
(d， 9.2 ) 
(rn ) 
(rn ) 
(rn ) 
(t， 7.3 ) 
(d， 6.4 ) 
4.02 
1.92 
1.77 
1.26 
1.00 
0.99 
4 
5 
6， 10 
7， 9 
8 
2 
3 
4 
ne 
?
。 ?
?
?
????
?
12.1 
16.3 
176.2 
56.6 
32.6 
29.3 
40.2 
179.3 
55.5 
32.1 
21.9 
(dd， 4.3， 5.8 ) 
(rn ) 
(rn ) 
(m) 
(rn ) 
(rn ) 
(rn ) 
(rn ) 
4.11 
1.88 
1.70 
1.47 
1.32 
1.58 
3.69 
2.97 
???
4 
5 
6 
?
???
Lys 
Arg 
N-Me-Ala 
26.0 
42.1 
158.6 
159.7 
(dd， 4.8， 7.0 ) 
(rn ) 
(rn ) 
(rn ) 
(rn ) 
(rn ) 
4.15 
1.84 
1.63 
1.64 
3.23 
3.18 
4 
5 
6 
CO(ureido) 
Fig. 5-11. Structure of oscillamide B (11). 
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Table 5-3. lH-and 13C-NMR data for oscillamide B in CD30D. 
13c 
174.1 
56.8 
39.1 
139.0 
130.1 
129.9 
127.7 
172.2 
56.5 
14.2 
28.2 
174.1 
50.2 
34.7 
L.CfU2 
(dd， 3.4， 12.8 ) 
(dd， 3.4， 12.8 ) 
(t， 12.8-) 
lH 
4.59 
3.38 
2.82 
(d， 7.3 ) 
(t， 7.3 ) 
(t， 7.3) 
7.10 
7.24 
7.15 
4.72 
1.14 
1.85 
(q， 6.7 ) 
(d， 6.7 ) 
(s ) 
(dd， 5.2， 9.2 ) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
4.74 
2.05 
1.79 
2.73 
2.57 
?
?
?
? ?
4 
5， 9 
6， 8 
7 
1 
2 
3 
N-Me 
2 
3 
Position 
Phe 
。??
N-Me-Ala 
Hty 
32.1 
132.7 
130.5 
116.4 
157.0 
175.1 
54.8 
32.0 
31.2 
15.5 
176.4 
56.3 
32.8 
21.7 
29.4 
40.0 
(d， 8.2 ) 
(d， 8.2 ) 
7.06 
6.71 
(t， 7.6 ) 
(m) 
(m) 
(s ) 
4.33 
2.13 
2.68 
2.13 
(dd， 4.3， 10.1 ) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
4.12 
1.90 
1.70 
1.50 
1.34 
1.56 
3.70 
2.93 
4 
5 
6， 10 
7， 9 
8 
2 
3 
4 
5 
2 
3 
5 
6 
Met 
4 
Lys 
179.7 
55.6 
32.0 
? ?
??
Arg 
26.1 
42.1 
158.6 
159.8 
(dd， 4.4， 6.0 ) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
-75-
(Tl 
てr
(-e{'v'・3附-N
ヨ判-N-e['v'
4.14 
1.85 
1.67 
1.63 
3.20 
4 
5 
6 
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Oscillamide Cの構造解析
Oscillamide C (1 2)は 279nmにuv吸収極大を示す無色の固体で、
トルにおいて、正イオンモードでの疑似分子イオンピークがm;乞957に観察された。
FABMSスペク
( 3 ) 
疑似分子イオンピークの高分解能 FABMSスペクトル (m;乞957.5198，[M+H]+)による
解析から、分子式は C49H68010N10 (calcd for C49H690， oN10: 957.5198， !1+0.0 mmu)と
C-;)[! 
9・;)1
決定した。
ヨ削-N-AlH
12はペプチド性
の化合物であることが示唆された。そこで、酸加水分解 (6MHCl，150
o
C， 10hr)し
た後、アミノ酸分析をしたところ、 homotyrosine(Hty)， arginine (Arg)， phenylalanine 
12の IH-および 13C-NMRスペクトルデータ(Table 5-4. )から、
(Phe)， lysineぐLys)，N-met出hyl出homot旬y々叩ros幻me児 (N. 
た、アミノ酸の光学異性体の分析を chiralな GCカラムおよびMarfey法を用いて行
?
?
LysのみがD型で、残りのアミノ酸は L型であることを確認した。
12は、この分子式およびアミノ酸組成から oscillamideA (10)の N-Me-Alaの位置
し玉、
にN-Me-Htyが置換した化合物と推察されたO
z・JU
z・Z.ryz-s正112の lH-(Fig. 5-14. )および 13C-NMRスペクトルにおけるシグナルは、 2次元
z-正lH・2附・N
Z・;)~d z_正lH
NMRスペクトルを詳細に検討することにより帰属した。
。?』
ぱ3
oscillamide C (1 2)の構以上の結果および2次元 NMRスペクトルを詳細に検討し、
造を Fig.5-13のように決定した。 ? 】
? ?
??
~ 
:吉
田 Z
Z 
寸
V可
む心
h 日
αコ
Ile 
o U O R H : 1 
γN~~Aγ I(N~" 
σ1 
?
?
?
Fig. 5-13. Structure of oscillamide C (12). 
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Oscillamide Hの構造解析
Oscillamide H (1 3)は無色の固体で、
( 4 )
uvスペクトルにおける極大吸収は 279nmで
FABMSスペクトルでは、正イオンモードにおいて m/乞930に疑似分子イオ
Table 5-4. IH-and 13C-NMR data for oscillamide C in CD30D. 
あった。13C 
174.1 
56.8 
38.9 
!J些jIH 
?
??????
?
Position 
Phe 
高分解能 FABMSスペクトル (m/乞930.4891，[M+H]+)の結ンピークが観察された。
13の分子式を C49H66011N7(calcd for C49H67011N7: 851.4779， O -8.5 mmu) 果から、
と決定した。
13はペプチド性の化合物であることがその 1H・および 13C-NMRスペクトルデー
タ(Table 5-5. )から示唆された。 13を酸加水分解後(6 MHCI， 150 oC， 10 hr )、構成
アミノ酸を分析し、 homotyrosine(Hty)， tyrosine (Tyr)， Iysine (Lys)， isoleucine (De)， N-
methylhomot子rosine(N-Me-Hty)の存在を確認した。また、 Marfey法およびch廿aIな
GCカラムを用いて分析を行い、 LysのみがD型で、残りのアミノ酸は L型の立体配
置であると決定した。
139.1 
130.1 
129.7 
127.6 
171.7 
61.1 
31.4 
(dd， 3.4， 12.5 ) 
(dd， 3.1， 14.0 ) 
(dd， 12.8， 14.0) 
4.62 
3.38 
2.87 
(d， 7.3 ) 
(t， 7.3 ) 
(t， 7.3 ) 
7.10 
7.22 
7.15 
33.0 
132.8 
130.0 
116.4 
157.1 
28.3 
174.4 
50.0 
34.6 
(dd， 5.8， 8.6 ) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(d， 8.5 ) 
(d， 8.5 ) 
4.47 
2.01 
1.60 
2.32 
2.21 
6.92 
6.67 
13はそのアミノ酸組成および分子式から、 oscillamideC (1 2)のPheの位置がle
Argの位置がTyrにそれぞれ置換された化合物であると推察された。
、 、， ， ，，
???， ? 、1.89 
4 
5， 9 
6，8 
7 
2 
3 
4 
5 
6， 10 
7，9 
8 
N-Me 
2 
3 
N-Me-Hty 
Hty 
(dd， 3.7， 10.7 ) 
(m) 
(m) 
(rn ) 
(rn ) 
4.67 
2.07 
1.81 
2.78 
2.66 
lH-( Fig. 5-16. )および 13C-NMR
oscillamide H 
13の2次元NMRスペクトルを詳細に検討し、
スペクトルのシグナルを帰属した。
これらの結果およびH乱1BC，ROESYスペクトルの詳細な検討から、
(13)の構造を Fig.5-15.のように決定した。
31.9 
132.5 
130.8 
116.5 
157.5 
175.1 
60.1 
37.5 
26.7 
(d， 8.6 ) 
(d， 8.6 ) 
7.06 
6.70 
Ile-1 ??????
Tyr 
12.0 
16.3 
176.2 
56.5 
32.5 
26.0 
42.1 
2l.8 
29.3 
40.2 
179.4 
5~.5 
32.2 
(dd， 4.3， 5.5 ) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(dd， 6.4，7.0 ) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(d， 9.2 ) 
(m) 
(m) 
(m) 
(t， 7.3 ) 
(d， 7.0) 
4.06 
1.92 
1.78 
1.28 
l.01 
1.00 
4 
5 
6， 10 
7， 9 
8 
2 
3 
4 
TIe 
4.12 
l.95 
1.75 
1.55 
1.35 
1.62 
3.70 
3.00 
4.15 
1.85 
1.67 
1.65 
3.23 
3.18 
???
4 
?
????、
?
4 
5 
5 
6 
Lys 
Arg 
Ile-2 
Fig. 5-15. Structure of oscilIamide H (13). 
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?
?
Table 5-5. 1H-and 13C-NMR data for oscillamide H in dimethylfo口n出nide-d7・
13c 
171.6 
58.9 
37.1 
21.6 
11.9 
16.4 
170.4 
60.4 
32.0 
32.5 
132.7 
129.7 
115.9 
156.7 
29.0 
173.3 
49.5 
32.2 
31.7 
132.1 
130.1 
115.9 
156.9 
J些j
(dd， 4.0， 9.0 ) 
(m) 
(m) 
(m) 
(t， 7.3 ) 
(d， 7.0 ) 
(d， 9.0 ) 
(br) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(d， 9.0 ) 
(d， 9.0 ) 
、 ? ? ?
，
? ?， ，?、 、
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(d， 8.8 ) 
(d， 8.8 ) 
7.07 
6.77 
174.2 
57.0 
37.3 
26.5 
(d， 5.2 ) 
11.9 
15.1 
(d， 5.5 ) 
(m) 
(m) 
(m) 
(t， 7.3 ) 
(d， 7.0 ) 
(br) 
8.99 
4.35 
1.89 
1.47 
1.19 
0.86 
0.90 
7.05 
4 
5 
6， 10 
7， 9 
8 
NH 
2 
3 
4 
IH 
4.40 
2.09 
1.38 
1.12 
0.80 
0.85 
8.34 
4.81 
2.18 
1.79 
2.46 
2.38 
2.71 
4.82 
2.05 
1.83 
2.78 
2.59 
7.05 
6.75 
?
?』?
? ?
?
?
??
4 
5 
6， 10 
7， 9 
8 
N-Me 
2 
3 
?????，?、??????。??
9・[;l1I 
5・~;l1I
5・[;l1I 
9・(;;l([
N-Me-Hty 
Hty 
le-l 
173.5 
56.1 
32.0 
29.0 
25.1 
38.9 
(dd， 6.2， 10.2 ) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(br) 
(dd， 4.3， 7.6 ) 
4.07 
1.74 
1.72 
1.46 
1.35 
1.45 
1.37 
3.59 
2.75 
6.88 
7.37 
????
<D 
HNi:-1.¥L 
4 
6 
5 
Lys 
代J
てr
? ? ? ?
?
? ? ?
。 』
??
??
??
』 。
?
????
?
，?
?
?
??
?
αコ
ヨ附-N-i¥lH
ぱ3
HN(;-S正寸
HNZ:--Z;:>([ 
HN9・5正寸
エNH
6-NH 
2 
3 
174.5 
55.4 
37.9 
(m) 
(dd， 5.2， 13.7 ) 
(m) 
4.44 
3.02 
2.94 
Tyr 。、
128.7 
131.0 
115.6 
157.2 
(d， 8.5 ) 
(d， 8.5 ) 
7.03 
6.72 
(d， 7.9 ) 6.32 
4 
5， 9 
6，8 
7 
NH 
CO(ureido) 158.3 
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第4節 OsciIlamide類の生理活性
Oscillamide Yおよび Bはキモトリプシンの活性を阻害し、その IC50はそれぞれ 6x
10・6M， 2x10・5Mであった。
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第 5節考察
Oscillamideはウレイド結合を含み、 l個の N-Meアミノ酸と D-Lysを有するユニー
クな環状ペプチドである。また、 12および13はN-Me-Htyを含んでいるが、この異
常アミノ酸ユニットは、初めて発見されたものである。 1995年には Haradaらにより
藍藻Anabaenaflos-aquaeから、 oscillarnideと類似の環状ペプチド anabaenopeptinAお
よびBが単離された48)0 それ以前には oscillamideと類似の構造のカルモジユリン拾
抗作用を有する環状ペプチド konbamide49)およびkerarnarnideA 50)が、 Kobayashiらに
より海綿 TheonelJasp.から1991年に単離されている。構造の類似性から、 konbam-
ideおよびkeramamideAは共生藍藻類が生産している可能性が高いと考えられる。
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第 6章 3-Amino-2-hydroxydecanoic acidを含む新規鎖状ペプチド OscillagininA 
およびB
第 l節 Oscillaginin AおよびBの単離
CT培地 1120Lを用いて OsciJJatoriaagardhii (NIES-610 = CCAP 1459/22 = NIVA 
CYA 18)の通気培養を行い、連続遠心により藻体を集めた後、凍結乾燥を行い乾燥
藻体 99.1gを得た。得られた藻体を 8Lの CHC13: MeOH : H20 = 1 : 3 : 1に懸;濁した
後、遠心分離を行い、可溶性成分を抽出した。抽出液を減圧濃縮した後、 5%酢酸
水溶液に庁;濁し、不溶物を遠心分離で除いた。 SepPak ODSカートリッジに遠心上清
を吸着させ、 20% MeOHでカートリッジを洗浄した後、 90% MeOHで溶出したo 90 
% MeOH溶出画分を減圧乾固した後、 20% MeOHに溶解し、逆相 HPLC( Ultron ODS， 
20 x 250 mm; 55 % MeOH、50mMリン酸緩衝液 pH 3.0)で精製を行い oscillaginin
A( 14、37.5rng、乾燥重量の 0.04%)およびoscillagininB ( 15、37.0rng、乾燥重量
の 0.04%)をそれぞれ単離した。
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第 2節 Oscillaginin Aの構造解析
Oscillaginin A (1 4)は無色の固体で、 UVスペクトルにおいて 279nmに極大吸収を
示した。 FABMSスペクトル(Fig. 6-4. )では、正イオンモードにおいて m/z615に
疑似分子イオンピークが観察され、 m/z617にも約 3分の lの強度で [M+H+2]+のピ
ークが観察された。このことから、 14は分子内に 1個の塩素原子を含んで、いること
が示唆された。両ピークの高分解能 FABMSスペクトル (m/z615.3126; [M+H]+、m/乞
617.3122; [M+H+2]+)を解析することにより、 14の分子式を C29H470gN4Cl(calcd 
for C29H4g0gN435Cl: 615.3160， d.-3.4 mmu、 calcdforC29H4g0gN437Cl: 617.3131， 
d. -0.9 mrnu)と決定した。
lH_および 13C-NMRスペクトルデータ(Table 6-1. )から 14はペプチドであること
が示唆されたため、酸加水分解後(6 MHCl， 110 oC， 20 hr)、構成アミノ酸の分析を
行い、 hornotyrosine(Hty)， serine (Ser)， N-rnethylvaline (N-Me-Val)の存在を確認した。
また、アミノ酸の光学異性体の分析から、これらのアミノ酸は全て L型であること
を確認した。
lH-NMRスペクトル(Fig. 6-5. )において、上記アミノ酸のシグナルの他に、 4.18
pprnと3.35pprnにbroardなシグナルが観察され、lH_lHCOSYスペクトル(Fig. 6-8. ) 
において両シグナル聞に相関ピークが観察された。また、 HMBCスペクトル(Fig. 
6-9. )において、 4.18pprnのシグナルと 172.9ppmのカルボニル炭素との間に相関ピ
ークが観察された。更に、 3.62pprnに凶pletのメチレン水素のシグナルが観察され、
このメチレンの炭素シグナルがHSQCスペクトル (Fig.6-7. )において 45.9pprnに観
察された。これらの結果より、残りのユニットは戸アミノ酸 3-amino-lO-chloro-2-
hydroxydecanoic acid (CIAhda)であることを確認した(Fig. 6-1. )。
CIAhda 
CI 
OH 
Fig. 6-1. Structure of 3-arnino-l 0-chloro-2-hydroxydecanoic acid (CIAhda) unit. 
CIAhdaの lH_および 13C-NMRスペクトルのデータが、 rnicroginin16)の Ahdaのデ
ータと非常に良く一致していることから、 CIAhdaの 2位および3位の立体配座は
microgininと同じ [2S，3R]である51)，52)とf確認.した。
これらのアミノ酸の配列は、 HMBCスペクトルにおいて、 α-NHおよび N-Meと
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カルボニル炭素との聞の相関ピークにより確認した(Fig. 6-2. )。
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oscillaginin A (14)の構造を Fig.6・3.のように決定した53)。
L-Hty 
OH 
OH 
。
L-Ser 
Oscillaginin A 
Oscillaginin B 
。
14: R=Cl 
15: R=H 
OH 
(Cl)Ahda 
以上の結果より、
R 
@ v、
g 
? ?
???
白
ぱ、
???
??????
? ?
e v、
????
??
-87-
s 
ぜ、
??
??
?
???
? ?
?
Fig. 6-3. Structures of oscillaginin A (14) and B (15). 
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Table 6-l. lH-and 13C-NMR data for oscillaginin A and B in dimethylformaITUde-d7 
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175.5 
54.5 
35.2 
132.9 
129.9 
11.5.7 
156.6 
169.8 
63.5 
26.9 
20.2 
19.1 
31.4 
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52.5 
62.9 
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72.7 
54.6 
32.2 
26.3 
29.9 
23.0 
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29.2 
14.2 
-90-
31.5 
(d， 10.7) 
(m) 
(d， 6.4) 
(d， 6.4) 
(s) 
(m) 
(m) 
(m) 
(d， 7.3) 
?ー ?
?
?
』
????
? ?
?
??
??
?
??
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(d， 8.2) 
(d， 8.2) 
(d，7.3) 
2.03 
1.92 
2.52 
2.48 
7.01 
6.73 
7.68 
4.76 
2.28 
1.00 
0.82 
3.18 
5.03 
3.85 
3.75 
8.31 
4.16 
3.33 
1.72 
1.58 
1.46 
1.27 
1.25 
1.25 
1.25 
0.86 
4.21 
26.1 
29.9 
29.1 
27.2 
33.1 
45.9 
172.9 
72.5 
54.5 
31.9 
169.7 
63.4 
26.9 
20.1 
19.1 
31.5 
172.2 
52.5 
62.8 
132.9 
129.9 
115.7 
156.5 
31.4 
35.2 
175.6 
53.9 (dd， 4.9， 12.2) 
(m) 
(m) 
(m) 
(m) 
(d，I1.0) 
(m) 
(d， 6.4) 
(d， 6.7) 
(s) 
(m) 
(m) 
(m) 
(d， 8.0) 
??
?
?
?
????????????
?
(d， 8.2) 
(d， 8.2) 
(d， 7.0) 
4.22 
2.01 
1.91 
2.50 
2.46 
6.99 
6.72 
7.67 
4.74 
2.27 
0.98 
0.81 
3.17 
5.02 
3.83 
3.74 
8.29 
4.18 
3.35 
1.71 
1.60 
1.46 
1.28 
1.28 
1.40 
1.71 
3.62 
5 
6.10 
7.9 
8 
NH 
2 
3 
4 
4' 
N-Me 
NH 
???、
?
? ?
5 
6 
7 
8 
9 
10 
?
???
2 
3 
4 
N-Me-Val 
Ser 
Ahda(Cl) 
Position 
Hty 
??? ?
?? ? ? 』 〈
? ???
??
，
『?
?
?
??
??
?
? ??
?
? ?
?
? ? ? ? 』 。 』 ?
?
】? ?
?? ? ? ? 』 。
??
? ?
?
?????
??? ? ? ?
!.LJ.L 
140 
i 
120 100 80 
d 
60 40 
0・ー・・ 0 
ト房長返二54←;ぷ半?44辛子ニ!こと科毛主副長45ιヰニ長
fマヲ1
0 剛-NiVr¥
.。
曹。
??????
?
』 。 』
? ? ?
?
?
? ? 』 。
? ? ?
?〉?。
? ? ? ?
?? ? ? ?
8 
。.。司 '0 ・咋・ OQ) .. ・
@ 
0・吋 ・0申as，.
.0 
d 
町
QI!)唱::0骨骨叩cto・申
- 0 
0 
tr $ 
回同町曲。斗00_由:ID0<同}団。c咋3 ・・ ~t=咽噂守口口唖9・cfoÐ:>:l>.....o::吋嘩コ・ロ町田
-・・ ・0・圃0・-00o • .() 01・0
。
。・・ o~αコ@・ ・|・。曲・ ' q> .ー. 
a: 
。. 
A 
。
一門戸、 門伊》州市rv.九二ぬ Af'¥.: 
。
f"， _~n~ ~l_"^"-，，，庁、Il."，"，，--r、ト，....~ム r;::w九
ト∞
。
。._<J 
; i-VPqyo 
・01・曹官可V
E'，g古
比
比I ~-心 H ~云L
1 ~-fVt\""附 -N ・圃:::
~-，g宮圃=ゴト ω
〈
HNl:・れH、
o)oo 
♀ヱ
<>o 
トω
。
u 
o 
トN
炉心H
7 6 
包
トα
-93--92-
Oscil1aginin Bの構造解析
Oscil1aginin B (15)は無色の固イ本で、正イオンモードの FABMSスペクトルでは、
疑似分子イオンピークがm/z581に観察された。
第3節
。??高分解能 FABMSスペクトル (m/乞
OI-ep4Y 
分子式を C29H4808N4(calcd for C29H4908N4: 581.3586;問 +H]+)の解析により、
581.3550， d.+3.6 mmu)と決定した。
(¥J 
? ? ? ? ?
?
? ?
???
? ?
? ?
?
?
?
??
???
????
? ?
???
??
15はペプチド性の化合物であることがその lH_および 13C-NMRスペクトルデー
タ(Table 6-1. )から示唆されたo 15を酸加水分解後(6 MHCI， 110 oC， 20 hr )、
ノ酸組成を分析したところ、 homotyrosine(Hty)， serine (Ser)， N-methylvaline (N-Me-Val) 
が確認された。また、これらのアミノ酸は全て L型であることを、 HPLCおよび
chiralなGCカラムを用いた光学異性体の分析から確認した。
アミ
ャ・正lH
15の lH-NMRスペクトル (Fig.6-10.)において、上記アミノ酸のシグナルの他に、
~~ぺ-N-!1lA14と同様に 4.16ppmと3.33ppmにbroardなシグナルが観察された。両シグナル間
αコ
HMBCスペク
4.16 ppmのシグナルと 173.0ppmのカルボニル炭素との問に相関ピ
しかしながら、 14とは異なり、 3.6ppm付近に tripletのメチレン
水素のシグナルが観察されず、かわりに 0.86ppmに出pletのメチル基シグナルが観
察された。これらの結果より、残りのユニットは ClAhdaの塩素原子がない 3-amino-
2-hydroxydecanoic acid (Ahda)であることを確認した。 15のAhda残基の NMRスペク
microgininのAhdaのデータと良く一致していることから、
位および3位の立体配座は [2S，3R]であると決定した。
これらのアミノ酸の配列は、 HMBCスペクトルにおいて、
NHおよびN-Meとの間の相関ピークにより確認した。
以上の結果より、oscillagininB (1 5)の構造は oscillagininA (14)から脱塩素した Fig.
6-3.に示す構造と決定した53)。
Ahdaの2
カルボニル炭素と十
には lH-1HCOSYスペクトルにおいて相関ピークが観察され、更に、
ークが観察された。
トルにおいて、
トルデータは、
HNl・，{lH
HNl-J:lS 
。、
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第4節 Oscillaginin AおよびBの生理活性
OscilIaginin AおよびBはキモトリプシンの活性を弱いながらも阻害し、 IC50はそ
れぞれ 3x 10・5M， 5 X 10-5 Mであった。
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第 5節考察
Oscillaginin A (14)は淡水産藍藻から単離した化合物であるにも関わらず塩素の入
ったペプチドであり、非常に珍しい化合物である。 3・Amino-lO-chloro-2-hydroxy-
decanoic acid (CIAhda)を含むペプチドは oscillagininA (14)が初めてである。このほか
に、塩素の入った2-ヒドロキシ-sアミノ酸ユニットを持つペプチドとしては、
Anabaena属から Mooreらにより単離された環状ペプチド puwainaphytinがある54)。
また、 oscillagininBのようにAhda残基を持つ化合物としては、 Murakamiらによ り
Microcystis属からアミノ酸5残基からなる鎖状ペプチド microgmmが単離されてい
る16)0 Microgininはアンジオテンシン変換酵素を強力に阻害することが報告されてい
る。 OscillagininA (14)および oscillagininB (1 5)はアミノ酸4残基からなり、
microgininよりもアミノ酸 1残基小さいので、 microgininとは異なった生理活性が期
待される。
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第 7章結語
藍藻は原核生物でありながら光合成をする興味深い生物である。 一方で、、藍藻は
富栄養化した湖沼などでは異常増殖をおこし、ときに有毒アオコとなるなどして世
界中で問題となっている。
しかしながら、天然物資源として見た場合、藍藻は淡水湖沼、汽水域、海洋、土
壌など様々な環境下で生育しており、培養が比較的容易なため、医薬品リ ード化合
物の新たな資源として注目さている。
本研究は、糸状藍藻 Oscillatoriaagardhiiが生産する生理活性ペプチドに関するも
のであり、以下に得られた知見をまとめた。
1) o. agardhiiが生産する肝臓毒 microcystinを単離し、その構造を解析した結果、
MSとアミノ酸分析では既存の microcystinと区別がつかない Dhb-microcystinで
あることを明らかにした。この Dhb-microcystinの構造を決定する際に、 HMBC
よりも微弱な結合を測定可能な decoupled-HMBC法が有効であった。この Dhb-
microcystinの発見により、 microcystinの分析法に重大な影響を与えた。
2 ) トリプトファンの分子内環化反応とイソプレンユニットの付加反応によって生
合成されたと考えられる新規異常アミノ酸 (3a-cis)ーlム3，3a，8 ，8a -hexah ydro-3 a -(3-
methyl-2-butenyl)-pyrrolo[2，3-b]indol-2-carboxylic acid (oscillatoric acid)ユニットを
含む環状ペプチド oscillatorinを単離し、その構造を決定した。Oscillatorinはキ
モトリプシンを強力に阻害した。
3) 3-Amino-6-hydroxy-2-piperidone (Ahp)残基を含む新規環状ペプチド oscillapeptinA 
--C、Gの構造を決定したo Osc出apeptinsはトリプシンあるいはキモトリプシ
ンの活性を nMレベルで阻害し、強力な阻害物質であることを明らかにした。
また、その構造と阻害酵素特異性に関して新たな知見を得た。
4 )ウレイド結合を有し、 homotyrosineおよびN-Meアミノ酸を含む環状ペプチ ド
oscillamide A --C， H， Yを単離した。OscillamideBおよびYはキモトリプシンを
阻害した。
5 )淡水産の藍藻から嵐素で置換された 3-amino-lO-chloro-2-hydroxydecanoicacid 
(CIAhda)を含む新規鎖状ペプチド oscillagininA およびその脱塩素休oscillaginin
Bを単縦し、その構造を決定した。OscillagininAおよ びBはキモトリプシンを
阻害した。
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本研究で Oscillatoriaagardhiiから得られたペプチドの中で、特に oscillapeptinA， B， 
CおよびGのキモトリプシンおよびトリプシン阻害活性は強力で、有用な化合物と
なりうると思われる。また、 OsciJJatoriaagardhiiから得られたペプチドは異常アミノ
酸として homotyrosineを含むことが多く、 tyrosine代謝関連酵素との相互作用に興味
がもたれる。さらに、 oscillatoricacid， Ahp， CIAhdaなどの異常アミノ酸も含まれてお
り、他の新しい生理活性の発見が望まれる。
環状ペプチドとしては、 gramicidinSや bacitracinなどの抗生物質が有名であるが、
本研究で用いた Oscillatoriaagardhiiは環状ペプチドの宝庫ともいえるもので、 Dhb-
microcystin以外は同じ構造の化合物が見つからないほど株によって生産しているペ
プチドの構造がそれぞれ異なり、医薬品リード化合物の資源としても有用であるこ
とが確認された。
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実験の部
1 MNaHC03 20μLを
alaninamide炉DAA)の0.1%アセトン溶液を 100μL加えた後、
加え 40
0
Cで 1時間加温した。室温まで冷却した後、 2MHCIIOμLを加え窒素気流一般的方法
比旋光度の測定はアタゴ社製POLAX-Dを使用した。紫外吸収スペクトルは島津製 200μLの DMSOに溶解し 200μLのH20を加えて HPLCの試料とし
下で乾回した。
た。作所製 UV-160型旋光度計を用いて測定した。赤外吸収スペクトルは島津製作所製
町 IR-8100M型赤外分光光度計を使用した。 NMRスペクトルは日本電子株式会社製
カラムは MightysilODS (関東化学、 4.6x 150 mm)を使用し、流速は 2mL/min、
アセトニトリル 15%から 45%の lineargradient 50mMリン酸緩衝液(pH 3.0)中で、
JNM-A500型筏磁気共鳴装置により測定した。内部標準として溶媒のシグナル(lH_ 
( 1時間)により分析した。O 3.30; DMSO-d6 O 2.49; dimethylおrmamide-~ o 2.74. 13C-NMR : N加IR: CD30D 
酵素阻害実験
( 1 ) トリプシン阻害活性
3mLの 50mMトリス緩衝液 (pH8.0 )中、 0.5μgのトリプシン(Sigma， T-0134 ) 
が 2x 10・5MのN-Benzoylarginineethyl ester (BAEE)を加水分解する速度を 253nmの
∞30D o 49.0; DMSO-d6 o 39.5; dimethylformamide-~ o 30.1. )を用い、化学シフト
d二doublet、t=凶plet、
マススペクトルは日本竜
FABMSのマトリックスには glycerolを
開裂様式は、 s=singlet、
q=quartet、dd=doubledoublet、br=broadとそれぞれ略した。
子株式会社製JMS-700型質量分析計を用い、
使用した。
スピン結合定数は j値で示し、は8値で、
10 BAEEを加えた後、吸光度変化により測定した。測定は室温(約 25oC)で行い、
秒後から 30秒間の吸光度変化率で阻害活性を求めた。
島津製作所製LC-6A、LC-8A、LC-I0A送液シス
テムとSPD-6AUV検出器およびSPD-M6A、SPD
高速液体クロマトグラフイーは、
キモトリプシン阻害活性( 2 ) 
器を使用した。
薄層クロマトグラフィーには Merck社製HPTLCプレート Silicage160 F254を使用
し、展開後、 UVランプ(主波長 254nm)によりスポットを検出した。 0.25μgのα キーモトリ
フンン(Sigma， C-4129 )が2x 10・5MのN-Benzoyltyrosineethyl ester (BT芭E)を加水分
解する速度を 253nmの吸光度変化により測定した。測定は室温(約 250C)で行い、
BTEEを加えた後、 10秒後から 30秒間の吸光度変化率で阻害活性を求めた。
3mLの 10mMCaCI2， 50 mMトリス緩衝液 (pH8.0 )中、
アミノ墜盆宜
110
0
Cで20時間加熱
oscillamideは 1500Cで 10時間)。加水分解され
得られたペプチド化合物約 100μgを200μLの6MHCI中、
し、酸加水分解を行った(ただし、
たサンプルを 2つに分け、窒素気流下で乾固した。
第 2章の実験の部GCル1Sによる分析
、、 、，?， ，，
????、
Oscillatona agardhii (NIES-610二 CCAP1459/22 = NIVA CYA 18)の培養
Oscillatona agardhii (NIES-610 = CCAP 1459/22 = NIVA CYA 18)を 10Lの培養瓶を
乾固したサンプルに 3MHClを含む iPrOH溶液を 400μL加えて1100Cで 30分加
100μLのトリフロロ酢酸無水物と 100μLのジ窒素気流下で乾固した後、熱した。
照度 250μmolphoton m-2 s-1 ; 用いて CT培地中で通気培養を行った(温度 20
0C; この反応液を窒素気流下で乾固し、
GCル1Sの試料とした。測定直前にジクロロメタンに溶解しただちに GCにインジェ
クロロメタンを加え 100Cで5分間加熱したO
通気速度 15Lmin-l )o藻体は連続遠心分離により収集し、凍結乾燥を行い乾燥藻体
とした。 1120Lの培地から乾燥藻体99.1gを得た。
カラムは ChilasilL-Val capillary column (CHROMPACK、0.25mm x 25 m ) 
を用いて、 400Cで 1分間保持した後、 2000Cまで 80C/minで昇jELした。
クトした。
Oscillatoria agardhii (CCAP 1459/14)の培養
Oscillatoria agardhii (CCAP 1459/14)を 10Lの培養瓶を用いて CT培地中で通気培養
HPLCによる分析( 2 ) 
通気速度l.5L min-I )。藻
イ本は連続遠心分断により収集し、凍結乾燥を行い乾燥藻休とした。
照度 250μmolphoton m-2 cl ， を行った(温度 200C; 
HPLCによる分析は Malfeyらの方法-に準じて行った。
乾回したサンプルに H2050μLを力1え溶解した。 NIα-(2，4-Dinitro-5-日uorophenyl)ーし
80 Lの培地から
? ?-100-
乾燥藻体 7.7gを得た。 1 H-and t3C-NMR Table 2-1. 
Dhb司microcvstin-RRの単離
凍結乾燥したOscil1atoriaagardhii (NlliS-610) 99.1 gから 8LのCHC13:MeOH: H20 
= 1 : 3 : 1を用いて可溶性成分を抽出した。抽出液を減圧乾国後、抽出物を 5%酢酸
水溶液 1.5Lに怒、濁 した。不溶物を遠心分離(3500 x g、10min )で除いた後、 Sep
Pak ODSカートリ ッジに吸着させた。カートリッジを 20% MeOHで洗浄した後、 90
% MeOHで溶出した。 90% MeOH 溶出面分を減圧乾固した後、溶出物を 20% MeOH 
に溶解し逆相 HPLC( Ultron ODS， 20 x 250 mm ; 流速 15 mL/min ; 測定波長
239 nm ; 溶出液 55 % MeOH、 50mMリン酸緩衝液 pH 3.0)および}I貢相 HPTLC
( Si1ica gel 60 F254， 0.25 mm;展開溶媒 CHC13: MeOH: H20 = 60 : 40 : 10)で精製するこ
とにより Dhb-microcystin-RR( 1、tR12.4 min、Rf0.4、 7.54mg、乾燥重量の 0.008% ) 
を単離した。
?
?
?
?
?? ?
???
? ?
? …
[α]D25 ー100' (c 0.2， MeOH) 
UV (MeOH) A max 239 nm (logε4.5) 
FABMS (pos.， glycerol) m/乞1045(M+H)+ 
found: m;乞1045.5359(M+H)+ 
calcd for C52H74013N10: 1045.5359， d +0.0 mmu 
HRFABMS (pos.， glycerol) 
lH_ and 13C-NMR Table 2-2. 
Dhb-microcvstin-HtvRおよびLRの単離
乾燥した Oscillatoriaagardhii (CCAP 1459/14) 7.7 gから MeOH400 mLを用いて可
溶性成分を抽出した。抽出液を減圧乾固後、抽出物を 5%酢酸水溶液400mLに懸濁
した。不溶物を遠心分離 (3500x g、10min)で除いた後、 SepPak ODSカートリッ
ジに吸着させた。カートリッジを 20% MeOHで洗浄した後、 90%MeOHで溶出し
た。 90% MeOH 溶出画分を減圧乾回した後、溶出物を 20% MeOHに溶解し逆相
HPLC 
( Mightysil ODS， 20 x 250 mm ; 流速 9mL/min; 測定波長 239nm ; 溶出液 65
% MeOH、50mMリン酸緩衝液 pH 3.0)および)1買相 HPTLC( Silica gel 60 F254， 0.25 
mm;展開溶媒 CHCl3: MeOH : H20 = 60 : 40 : 10 )で精製することにより Dhb-micro-
cystin-HtyR (2、tR11.7 min、Rf0.5、12.1mg、乾燥重量の0.2%)およびDhb-micro-
cystin-LR ( 3、tR14.0 min.. Rf 0.5、9.4mg、乾燥重量の 0.1%)をそれぞれ単離した。
????
?
??
?
?
? ???????
?
?
? ?
-133' (c 0.15， MeOH) 
UV (MeOH) A max 239 nm (log ε4.5) 
m;乞981(M+H)+ 
found: m危 981.5444(M+H)+ 
calcdfor C48H74012NI0: 981.5410， d +3.4 mmu 
FAB恥1S(pos.， glycerol) 
HRF ABMS (pos.， glycerol) 
lH_ and t3C-NMR Table 2-3. 
第3章の実験の部
[α]D25 -67' (c 0.3 ， MeOH) 
oscillatona agardhii CNaS-610 = CCAP 1459/22 = NIV A_ CY A 18)の培養
OscillatOJゴaagardhii (NIES-610 = CCAP 1459/22 = NIVA CYA 18)を 10Lの培養瓶を
用いて CT培地中で通気培養を行った(温度 200C;照度 250μmolphoton m-2 cl ; 
通気速度1.5L min-1 )。藻体は連続遠心分離により収集し、凍結乾燥を行い乾燥藻体
とした。 1120Lの培地から乾燥藻体 99.1gを得た。
??????
?
?
? …
UV (H20) A max 239 nm (log E 4.5) 
HRFABMS (pos.， glycerol) 
m/z 1024 (M+H)+ 
found: m/z 1024.5608 (M+H)+ 
calcd for C48H74012N I J: 1024.5580， d +2.8 mmu 
Oscillatorinの単離
乾燥した Oscillatoriaagardhii (NIES-610) 99.1 gから 8LのCHCIJ: MeOH : H20 = 1 
: 3 : 1 を用いて可溶性成分を抽出した。 :J=rtr 出液を減EE~ft悶後、抽w物を 5% 酢酸水溶
FABMS (pos.， glycerol) 
ー102- -103-
通気速度 15Lmin-l)o藻照度 250μmolphoton m-2 s-1 ; を行った(温度 20
0C; 10 min)で除いた後、SepPak 液 1.5Lに懸濁した。不溶物を遠心分離(3500 x g、
80Lの培地から体は連続遠心分離により収集 し、 凍結乾燥を行い乾燥藻体とした。
???、?カー トリッジを20% MeOHで洗浄した後、ODSカートリッジに吸着させた。
乾燥藻体 5.5gを得た。
Oscillapeptin GおよびAの単離
乾燥した OsciJJatoriaagardhii (NIES-610) 99.1 gから 8LのCHC13: MeOH: H20二 l
90 % MeOH溶出画分を減圧乾因した後、溶出物を 20%MeOH 
20 x 250 mm ; 流速 6mL/min ; 測定波長
50mMリン酸緩衝液 pH 3.0)で精製することによ
りosciI1atorin( 4、tR20.5 min、8.5mg、乾燥重量の0.009%)を単離した。
に溶解し逆相 HPLC( Purosphare ODS， 
239 nm ; ?答出液
MeOHで溶出した。
75 % MeOH 
: 3 :1を用いて可溶性成分を抽出した。抽出液を減圧乾国後、抽出物を5%酢酸水溶
液1.5Lに懸濁した。不溶物を遠心分離 (3500x g、 10 min)で除いた後、SepPak 
ODSカートリッジに吸着させた。カートリッジを 20% MeOHで洗浄した後、
Oscillatorin (4 ) 
無色固体
90 % -57。[α]D30 
90 % MeOH 溶出画分を減圧乾固した後、溶出物を 20% MeOH 
流速 15mL/min ; 測定波長 239
pH 3.0)で精製することにより oscil-
20 x 250mm ; 
MeOHで溶出した。
に溶解し逆相 HPLC( Ultron ODS， 
nm ，溶出液 55% MeOH、50mMリン酸緩衝液
(c 0.09， MeOH) 
A max 283 nrn (log e 3.4) UV(恥1eOH)
m;包1240(M+H)+ FABMS (pos.， glycerol) 
tR 240.2 mg、乾燥重量の 0.2%)およびoscil1apeptinA ( 6、tR 7.0 min、lapeptin G ( 5、
15.7 mg、乾燥重量の 0.02%)をそれぞれ単離した。6.2 min、found: m;乞1240.6456(M+H)+ HRFABMS (pos.， glycerol) 
Oscil1aoeotin Bの単離
乾燥した Oscillatoriaagardhii (CCAP 1459/14) 7.7 gから MeOH400mLを用いて可
溶性成分を抽出した。抽出液を減圧乾回後、抽出物を 5%酢酸水溶液400札に懸濁
calcd for C60H86014N 15: 1240.6478， d -2.2 mmUl 
Table 3-1. IH-and 13C_N恥1R
した。不溶物を遠心分離 (3500x g、 10 min )で除いた後、 SepPak ODSカートリツ
ジに吸着させた。カートリッジを 20% MeOHで洗浄した後、 90% MeOHで溶出し
90 % MeOH溶出画分を減圧乾回した後、溶出物を 20% MeOHに溶解し、逆相
20 x 250 mm ;流速 9mL/min ; 測定波長 239nm ; 溶出液
た。
第4章の実験の部
pH 3.0)および}f[真相 HPTLC( Silica ge160 F254， 
0.25 mm;展開溶媒 CHC13: MeOH : H20 = 60 : 40 : 10 )で精製することにより oscilla-
16.6 mg、乾燥重量の 0.2%)を単離した。
HPLC ( Mightysil ODS， 
65 % MeOH、50mMリン酸緩衝液
Rf 0.8、tR 11.7 min、peptin B ( 7、
Osci11atoria agardhii CNIES-610 = CCAP 1459/22 = NIV A CYA 18)の培養
照度 250μmolphoton m-2 s-1 ; 
通気速度1.5L min-1 )。藻体は連続遠心分離により収集し、凍結乾燥を行い乾燥藻体
Oscillatoria agardhii (NIES-610 = CCAP 1459/22 = NIVA CYA 18)を10Lの培養瓶を
用いて CT培地中で通気培養を行った(温度 200C; 
Oscillapeotin Cの単離
乾燥した Osollatoriaagardhii (CCAP 1459/16) 5.5 gから MeOH400mLを用いて可
溶性成分を抽出した。抽出液を減圧乾固後、抽出物を 5%酢酸水溶液400mLに懸濁
1120 Lの培地から乾燥藻体99.1gを得た。
O'scillatoria_8JZardhii CCCAP 1459/14)の培養
OsciJJatoria agardhjj (CCAP 1459/14)を 10Lの培養瓶を用いて CT培地中で通気培養
とした。
Sep Pak ODSカートリッ
ジに吸着させた。カートリッジを 20% MeOHで、洗浄した後、 90% MeOHで溶出し
90 % MeOH 溶出面分を減圧乾回した後、溶出物を 20% MeOHに溶解し、逆相
20 x 250 mm ;流速 9mL/min ; 測定波長 239nm ; 溶出液
10 min )で除いた後、した。不溶物を遠心分離 (3500x g、
?
80Lの培地から
通気速度1.5L min-1)。
体は連続遠心分離により収集し、凍結乾燥を行い乾燥藻体とした。
乾燥藻休 7.7gを得た。
照度 250μmolphoton m-2 s-1 ; を行った(温度 200C; 
た。
HPLC ( MightysiI ODS， 
pH 3.0 )および川真相 HPTLC( Silica gel 60 F254， 
0.25 mm;展開溶媒 CHC13: MeOH: H20 = 60: 40: 10)で精製することにより osciIIa-
50mMリン酸緩衝液65 %かleOH、Oscillatoria agelrdhii CCCAP 1459116)の培養
Oscil/atoria agardhii (CCAP 1459ハ6)を 10Lの培養瓶を用いて CT培地中で通気清養
-104-
ー105-
peptin C (8、tR8.8 min、Rf0.8、15.3mg、乾燥重量の 0.3%)を単離した。
1 H-and 13C-NMR Table 3-3. 
OsciIlapeptin G (5) 
無色固体
[α]025 
Oscillapeptin C (8) 
無色国体
_860 (c 0.94， MeOH) [α]025 -85 -(c 0.20， MeOH) 
UV (MeOH) A max 279 nm (log E 3.5) UV (MeOH) A max 279 nm (log ε3.4) 
FABMS (pos.， glycerol) m/z 1134 (M+Na)十 FABMS (pos.， glyceroI) mj乞983(M+H)+ 
HRFABMS (pos.， glycerol) found: m/z 1134.5332 (M+Na)+ 
calcd for CS3H77017N9Na: 1134.5335， ~ +0.3 mmu lH-and L3C-NMR 
found: m/z 983.4587 (M+H)+ 
alcd for C，17Hh701 ，NQS: 983.4549， ~ +3.8 mmu 6'-'3"'.'8
Table 3-4. 
FABMS (neg.， glycerol) mj乞1110(M-Hf HRFABMS (pos.， glycerol) 
lH-and 13C-NMR Table 3-1. 
第5章の実験の部?
?
?
?????
???
?
UV (MeOH) A max 278 nm (log E 3.5 ) 
OsciJJatoria a~gard_bjj_CNIES-610 = CCAP 1459/22 = NIVA CYA 18')の培養
Oscillatona agardhii (NIES-610 = CCAP 1459ρ2 = NIVA CYA 18)を 10Lの培養瓶を
用いて CT培地中で通気培養を行った(温度 200C;照度 250μmolphoton m-2 s-l ; 
通気速度 1.5L min-1 )。藻体は連続遠心分離により収集し、凍結乾燥を行い乾燥藻体
とした。 1120Lの培地から乾燥藻体99.1gを得た。
[α]025 一100
0 (c 0.05， MeOH) 
FABMS (pos.， glycerol) mj乞1166(M+H)+， 1148 (M-H20+H)+， 
HRFABMS (pos.， glycerol) 
1130 (M-2H20+H)+ 
found: mj乞1166.5737(M+H)+ 
calcdfor CS6H80018N9: 1166.5621， ~+1 1.6mmu 
lH-and 13C-NMR Table 3-2. 
Oscillatoria aflardhii (CCAP 1459/11A)の培養
Oscillatona agardhii (CCAP 1459/14)を 10Lの培養瓶を用いて CT培地中で通気培養
を行った(温度 200C; 照度 250μmolphoton m-2 s-1 ; 通気速度1.5L min-1 )。藻
体は連続遠心分離により収集し、凍結乾燥を行い乾燥藻体とした。 80Lの培地から
乾燥藻体 9.0gを得た。
Oscillapeptin B (7) 
無色固体
[αJ025 
UV (MeOH) A max 278 nm (logε3.2) 
OsciJ1atoria af!ardhii (CCAP 1459/14)の培養
OscilJatona agardhii (CCAP 1459/14)を 10Lの培養瓶を用いて CT培地中で通気培養
を行った(温度 200C; 照度 250μmolphoton m-2 cL ， 通気速度 1.5L min-1 )。藻
体は連続遠心分離により収集し、凍結乾燥を行い乾燥藻体とした。 80Lの培地から
乾燥藻体 7.7gを得た。
ー1100 (c 0.20， MeOH) 
FABMS (pos.， glycerol) m/z 995 (M+H)+ 
found: m/z 995.5425 (M+H)+ 
calcd for CSOH7S013Ng: 995.5453， ~ -2.8 mmu Oscillatoria a四 rdhii(NIES-595)の暗養
HRFABMS (pos.， glycerol) 
一106- 場 107-
Oscillatoria agardhii (CCAP 1459/14)を10Lの培養瓶を用いて CT培地中で通気培養
を行った(温度 200C; 照度 250μmolphoton m-2 cl ， 通気速度 1.5L min-1 )。藻
体は連続遠心分離により収集し、凍結乾燥を行い乾燥藻体とした。 80Lの培地から
乾燥藻体 7.0gを得た。
0.25 mm;展開溶媒 CHCl3: MeOH : H20 = 60 : 40 : 10)で精製することにより osciIla-
mide C (12、tR8.3 min、Rf0.8、7.7mg、乾燥重量の 0.1%)を単離した。
Osci1lamide AおよびYの単離
乾燥した OscillatoT担 agardhii(NIES-610) 99.1 gから 8LのCHC13: MeOH: H20 = 1 
: 3 : 1を用いて可溶性成分を抽出した。抽出液を減圧乾国後、抽出物を 5%酢酸水溶
液l.5Lに懸濁したO 不溶物を遠心分離 (3500x g、 10 min)で除いた後、 SepPak 
ODSカートリ ッジに吸着させた。カー トリッジを 20% MeOHで洗浄した後、 90% 
MeOHで溶出した。 90% MeOH溶出画分を減圧乾固した後、溶出物を 20% MeOH 
に溶解し逆相 HPLC(Ultron ODS， 20 x 250 mm ; 流速 15mL/min ; 測定波長 239
nm; 溶出液 55% MeOH、50mMリン酸緩衝液 pH 3.0)で精製することにより
oscillamide Y ( 9、tR15.1 min、51.1mg、乾燥重量の 0.05% )およびoscillamideA ( 10、
tR 7.9 min、25.2rng、乾燥重量の 0.03% )をそれぞれ単離した。
Oscillamide Hの単離
乾燥した OsciJJatonaagardhii (NIES-595) 7.0 gから MeOH400mLを用いて可溶性
成分を抽出した。抽出液を減圧乾国後、抽出物を 5%酢酸水溶液400札に懸濁した。
不溶物を遠心分離 (3500x g、 10 min )で除いた後、 SepPak ODSカート リツジに吸
着させた。カートリ ツジを 20%MeOHで洗浄した後、 90% MeOHで溶出した。 90
% MeOH溶出面分を減圧乾固した後、溶出物を 20% MeOHに溶解し逆相 HPLC
( Ultron ODS， 8 x 250 mm ; 流速 3mL/min ; 測定波長 239nm ; 溶出液 55% 
MeOH、 50mMリン酸緩衝液 pH 3.0)および)1買相 HP孔 C( Silica gel 60 F254， 0.25 
rnrn;展開溶媒 CHC13:MeOH:H20=60:40:10)で精製すること により oscillamideH 
(13" tR 29.0 min、Rf0.8、7.5mg、乾燥重量の 0.1%)を単離した。
Oscillamide Y (9) 
無色固体
Oscillamide Bの単離
乾燥した OsciJJatoriaagardhii (CCAP 1459/11A) 9.0 gから MeOH4∞mLを用いて可
溶性成分を抽出 した。抽出液を減圧乾国後、抽出物を 5%酢酸水溶液400mLに懸濁
した。不溶物を遠心分離(3500 x g、 10 min )で除いた後、 SepPak ODSカートリッ
ジに吸着させた。カートリッジを 20% MeOHで洗浄した後、 90% MeOHで溶出し
た。 90% MeOH溶出画分を減圧乾回した後、溶出物を 20% MeOHに溶解し、逆相
HPLC (Mightysil ODS， 20 x 250 mm ;流速 9mL/min ; 測定波長 239nm ; 溶出液
65 % MeOH、50mMリン酸緩衝液 pH 3.0)および)1財目 HPTLC( Silica gel 60 F254， 
0.25 mm;展開溶媒 CHC13: MeOH: H20 = 60: 40: 10)で精製することにより osciIla-
mideB (11、tR9.3 min 、Rf0.7、21.0mg、乾燥重量の 0.2%)を単離した。
[α]029 -760 (c 0.92， MeOH) 
UV (H20) A max 275 nm (log ε3.1) 
FABMS (pos.， glycerol) mj乞858(M+H)+ 
found: m危 858.4396(M+H)+ 
calcd for C45H60010N7: 858.4402， d +0.6 mmu 
Table 5-1. 
HRFABMS (pos.， glycerol) 
lH_ and 13C_NMR 
?
?
?????
? ?
?
? …
Oscil1amide Cの単離
乾燥した Oscillatoriaagardhii (CCAP 1459/14) 7.7 gから MeOH400 mLを用いて可
溶性成分を抽出した。抽出液を減圧乾国後、抽出物を 5%酢酸水溶液400mLに懸濁
した。不溶物を遠心分離(3500 x g、 10 min )で除いた後、 SepPak ODSカートリツ
ジに吸着させた。カートリッジを 20%MeOHで洗j争した後、 90% MeOHで溶出し
た。 90% MeOH 溶出面分をj威圧乾回した後、溶出物を 20%MeOHに溶解し、逆相
HPLC ( Mightysil OOS， 20 x 250 mm ;流速 9mL/min ， 測定波長 239nm ; 浴出減
65 % MeOH、50mMリン限緩衝液 pH 3.0 )および川川口 HPTLC( Silica gel 60 F254， 
[α]029 -60 0 (c 0.08， MeOH) 
UV (MeOH) A max 279 nm (log E 3.2) 
FABMS (pos.， glycerol) m/z 851 (M+H)+ 
HRFABMS (pos.， glycerol) 
IH_ and 13C-NMR 
found: mj乞851.4818(M+H)+ 
calcd for C42H6309N 10: 851.4779， d +3.9 mmu 
Table 5-2. 
-108- -109-
Oscil1amide B (11) 
無色国体
[α]030 
UV (MeOH) 
FABMS (pos.， glycerol) 
HRFABMS (pos.， glycerol) 
lH_ and 13C-NMR 
OscilIamide C (1 2) 
無色固体
[α]030 
UV (MeOH) 
FABMS (pos.， glycerol) 
HRFABMS (pos.， g1yc巴r01)
lH_ and 13C-N加R
Oscillamide H (13) 
無色固体
[α]025 
UV(MeO町
FABMS (pos.， glycerol) 
HRFABMS (pos.， glycerol) 
IH_ and 13C-NMR 
第 6章の実験の部
-83 0 (c 0.20， MeOH) 
A max 279 nm (log ε3.5) 
m/乞869(M+H)+ 
found: m/z 869.4324 (M+H)+ 
calcd for CL11H{:; 1 OoN 1 ()S: 869.4344， .1-2.0 mmu 4 }.1..1.61 '-'9.1 ，  0
Table 5-3. 
ー1110 (cO.15，MeOH) 
A max 279 nm (log E 3.5) 
m/z 957 (M+H)+ 
found: mj乞957.5198(M十H)+
calcd for CL10H{:;OOl ()N1 (): 957.5198， .1+0.0 mmu 69'""10.1.' 0・
Table 5-4. 
25 0 (c 0.2， MeOH) 
A max 279 nm (log ε3.5) 
ml乞930(M+H)+ 
found: m/z 930.4891 (M+H)+ 
calcd for C49H680"N7: 930.4976， .1-8.5 mmu 
Table 5-5. 
ー110-
oscillatoria agardhii CNIES 610二 CCAP1459/22 = NIVA CYA 18)の培養
OsciJ/atoria agardhii (NlliS-610 = CCAP 1459/22 = NIVA CYA 18)を10Lの培養瓶を
用いて CT培地中で通気培養を行った(温度 200C;照度 250μmolphoton m-2 cl ; 
通気速度1.5L min-1 )。藻体は連続遠心分離により収集し、凍結乾燥を行い乾燥藻体
とした。 1120Lの培地から乾燥藻体 99.1gを得た。
Oscillaginin AおよびBの単離
乾燥した Oscillatonaagardhii (NlliS-610) 99.1 gから 8LのCHC13: MeOH: H20 = 1 
: 3 : 1を用いて可溶性成分を抽出した。抽出液を減圧乾固後、抽出物を 5%酢酸水溶
液1.5Lに懸濁したo不溶物を遠心分離 (3500x g、 10 min)で除いた後、 SepPak 
ODSカートリツジに吸着させた。カートリツジを 20% MeOHで洗浄した後、 90% 
MeOHで溶出した。 90% MeOH溶出画分を減圧乾因した後、溶出物を 20%MeOH 
に溶解し逆相 HPLC(Ultron ODS， 20 x 250 mm ; 流速 15mL/min ; 測定波長 239
nm ; 溶出液 55% MeOH、50mMリン酸緩衝液 pH 3.0 )で精製することにより
oscillaginin A ( 1 4、tR8.6 min、37.5mg、乾燥重量の 0.04%)およびoscillagininB ( 15、
tR 10.7 min、37.0mg、乾燥重量の 0.04% )をそれぞれ単離した。
Oscillaginin A (14) 
無色固体
[α]025 
UV (MeOH) 
FABMS (pos.， glycerol) 
HRFABMS (pos.， glycerol) 
1 H -and I3C-NMR 
Oscillaginin B (15) 
無色固体
[αJ029 
-800 (c 0.5， MeOH) 
A max 279 nm (log E 3.2) 
m/乞615(M+H)+， 617 (M+H+2)+ 
found: m/z 615.3126 (M+H)+ 
calcd for C29H4808N435Cl: 615.3160， .1-3.4 mmu 
found: m/z 617.3122 (M+H+2)+ 
calcd for C29H4808N437CI: 617.3131， .1-0.9 mmu 
Table 6-1. 
-100 0 (c 0.5， MeOH) 
ー11 1-
参
?
文 献
lH-and 13C-NMR 
A max 279 nm (log E 3.2) 
m/乞581(M+H)+ 
found: m危 581.3586(M+H)+ 
calcd for C29H4908N4: 581.3550，ム +3.6mmu 
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